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Todas las cosas ya fueron dichas, pero como nadie 
escucha es preciso comenzar de nuevo. 
André Gide 
 
Los síndromes coronarios agudos (SCA), como el infarto agudo de miocardio y la 
angina inestable, son los principales responsables de la mortalidad por cardiopatía 
isquémica, de manera directa o indirecta. Estos síndromes se deben a la oclusión de una 
arteria coronaria por la formación de un trombo, cuya causa más frecuente es la 
aparición de una fisura en la cápsula fibrosa de las lesiones ateroscleróticas [1-5], lo que 
permite la puesta en contacto de su núcleo lipídico (altamente trombogénico) con la 
sangre [6]. El estudio de los mecanismos que llevan a la trombosis de la placa ha sido 
uno de los temas clave en la investigación cardiovascular, lo que ha implicado un gran 
avance en este área en los últimos tiempos. Así, se ha establecido una clara relación 
entre la presencia de actividad inflamatoria en las placas y la aparición de SCA [7, 8]. 
Sin embargo, a pesar de los avances logrados hasta la fecha, seguimos sin conocer en 
profundidad la fisiopatología de una enfermedad que es la causa principal de mortandad 
en los países occidentales [9], siendo la causante del 21,6% de todas las muertes en 
nuestro país en 1999 [10]. Se trata por tanto de un problema de gran repercusión 
socioeconómica debido a que puede causar la muerte, o dejar graves secuelas en los 
individuos que la padecen, estando aún en edad laboral un porcentaje significativo de 
los mismos. A esto hay que sumar los elevados costes sanitarios (medicamentos, 
hospitalizaciones y tratamientos quirúrgicos) para tratar la enfermedad [10]. Por todo 
ello, la identificación temprana de pacientes con riesgo de desarrollar un SCA sería de 




A) ENFERMEDAD CORONARIA 
Para poder desempeñar su función correctamente, el músculo cardiaco necesita un 
aporte continuo de oxígeno, que consigue a través de las arterias coronarias. La 
enfermedad coronaria implica un estrechamiento de estas arterias causado por la 
formación de las placas de ateroma, unos depósitos de naturaleza lipídica que provocan 
el engrosamiento y endurecimiento de la pared vascular (figura I_01) [11]. La 
acumulación de estos depósitos lipídicos es una patología vascular, normalmente 
asociada a la edad, conocida como Ateroesclerosis. En determinadas circunstancias, la 
placa de ateroma puede debilitarse y llegar a romperse, lo que origina la formación de 
un trombo que puede llegar a bloquear la luz arterial, provocando una isquemia que es 
la causa de los SCA. 
Figura I_01: (A) Representación del corazón humano con las arterias coronarias. El detalle muestra la 
presencia de una placa de ateroma en la arteria coronaria izquierda. (B) Estructura de la de la arteria sana. 
1. Aterosclerosis 
La aterosclerosis es una enfermedad crónica en la que tiene lugar un incremento 
del grosor de la pared de las arterias que disminuye la elasticidad de los vasos. Este 
engrosamiento es el resultado del depósito en la pared arterial de lípidos y otras 
sustancias que desencadenan una reacción inflamatoria con formación de tejido 
conjuntivo [12], causando la lesión del endotelio vascular y la formación de la placa de 
ateroma (figura I_02) [13]. Existen múltiples factores (hipertensión, diabetes mellitus, 
hiperlipidemia, tabaquismo, etc.) que pueden causar el daño endotelial. Este daño 




proliferación celular, formación de la placa fibrosa y, en última instancia, ruptura de la 
placa y trombosis oclusiva, lo que origina las manifestaciones clínicas de la enfermedad 
(SCA, angina inestable, ictus, etc). 
 
Figura I_02: Esquema del proceso de formación y desarrollo de la placa de ateroma, desde las primeras 
etapas, la posibilidad de estabilización o desestabilización y, en este último caso, la trombosis. IAM, 
Infarto Agudo de Miocardio. 
1.1. Disfunción Endotelial 
A lo largo de la vida de un individuo, el endotelio puede verse afectado por 
diferentes estímulos, tales como hipoxia, exposición a citoquinas, endotoxinas, 
colesterol, estrés hemodinámico, etc. [14]. En respuesta a esos estímulos las células 
endoteliales se activan, potenciando la vasoconstricción, la coagulación, la adhesión de 
leucocitos y la proliferación de células musculares lisas. Aunque generalmente son 
mecanismos protectores, estas respuestas pueden llegar a ser excesivas ante estímulos 
severos, conduciendo a lo que se conoce como estado disfuncional o disfunción 
endotelial. Se trata de un estado particular de activación endotelial, que se caracteriza 
por un proceso proinflamatorio, proliferativo y procoagulante que favorece la 
aterogénesis [15]. Aunque no está claro si la disfunción endotelial es causa o 
consecuencia de la aterosclerosis, se ha observado que precede a los cambios 
morfológicos iniciales en este proceso y que desempeña un papel importante en la 
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formación y crecimiento de las lesiones ateroscleróticas, al igual que en el desarrollo de 
la isquemia y trombosis en las últimas etapas de la enfermedad [16].  
1.2. Aterogénesis 
En el proceso de formación de la placa de ateroma, la disfunción endotelial y el 
depósito de lípidos en la pared vascular actúan como estímulos desencadenantes de una 
reacción que conduce a la formación de una cápsula fibrosa alrededor del núcleo lipídico 
central. Actualmente se acepta que la aterogénesis es una respuesta inflamatoria a las 
lipoproteínas de baja densidad (LDL) que se han depositado en el subendotelio y a la 
presencia de otros factores de riesgo coronario [12, 17]. Aunque en inicio se trata de un 
mecanismo de defensa del endotelio, finalmente contribuye a la generación y el desarrollo 
de la lesión ateromatosa. La presencia de lipoproteínas de baja densidad oxidadas 
(oxLDL) en el espacio subendotelial induce en las células endoteliales la expresión de 
moléculas de adhesión y de mediadores quimiotácticos capaces de atraer diversas células 
inflamatorias [18]. Los monocitos circulantes, atraídos por estas proteínas quimiotácticas, 
abandonan el espacio vascular, se unen a las células endoteliales y migran a la íntima 
donde se diferencian a macrófagos (figura I_06) [13], en respuesta al factor estimulador 
de colonias de macrófagos (M-CSF). A continuación los macrófagos se cargan de lípidos, 
transformándose en células espumosas, asociadas a la aparición de las estrías grasas [19-
21]. Finalmente, la lesión progresa con la participación de otras células, particularmente 
las musculares lisas, que segregan diversos componentes de la matriz extracelular para 
formar una cubierta fibrosa sobre el núcleo lipídico, más o menos vulnerable a la rotura 
[17], conocida como placa de ateroma.  
1.3. Ruptura y trombosis de la placa de ateroma. 
Tras la formación de la placa, la aparición de nuevos daños estructurales del 
endotelio podría provocar la erosión endotelial, causando una complicación de la placa 
que suele derivar en trombosis. La obstrucción de la arteria, dará lugar a necrosis de las 
células del órgano afectado. En el caso del cerebro, esto se expresa como accidente 
cerebro-vascular (infarto cerebral) que puede ocasionar la muerte del sujeto o dejarle 
con severa discapacidad física. Cuando la oclusión arterial afecta a las extremidades 
inferiores, dará lugar a una necrosis del tejido muscular. Por último, en el caso del 




dependerá del grado de obstrucción del vaso (angina inestable, infarto agudo de 
miocardio o muerte súbita). 
La causa más frecuente de la complicación de la placa de ateroma es la aparición de 
una fisura o incluso de una rotura en la cápsula fibrosa, ya que pone en contacto la sangre 
con su núcleo lipídico que es rico en factor tisular (proteína que activa la vía extrínseca de 
la cascada de la coagulación). De este modo se desencadenará la trombosis [7], favorecida 
por la disfunción del endotelio vascular [23] que habrá perdido su capacidad 
antitrombótica.  
En los últimos años se ha demostrado que la inflamación juega un papel esencial 
en la rotura de la placa [7]. Así, se ha observado que las placas inestables presentan 
infiltración de macrófagos, linfocitos T y células musculares lisas activadas con mucha 
mayor frecuencia que las estables [7, 12]. La hipótesis más aceptada es que los 
macrófagos (derivados de monocitos circulantes) degradarían la matriz extracelular de 
la cápsula fibrosa por fagocitosis o secreción de enzimas proteolíticas 
(metaloproteinasas), debilitando la cubierta de la placa de ateroma. De hecho, se han 
identificado estas enzimas en placas ateroscleróticas humanas [24]. Por otra parte, se ha 
sugerido que la apoptosis podría también favorecer la trombosis, ya que afectaría a los 
macrófagos de la placa, provocando la liberación de las metaloproteinasas y del factor 
tisular [25] y también a las células musculares lisas, responsables de la síntesis de 
proteínas de matriz extracelular que confieren resistencia a la cápsula [26]. Todo ello en 
conjunto debilitaría aún más la placa y podría desencadenar su ruptura por las fuerzas 
hemodinámicas a que está sometida [8, 27-29].  
Está bien establecido en la literatura que existe una serie de factores de riesgo que 
favorecen la rotura de la placa y la aparición de los SCA, entre los que se encuentran la 
elevación de los niveles plasmáticos del colesterol asociado a lipoproteínas de baja 
densidad (LDL), el descenso de los niveles plasmáticos del colesterol asociado a 
lipoproteínas de alta densidad (HDL), el tabaquismo, la hipertensión y la hiperglucemia 
[30]. 
2. Síndrome Coronario Agudo 
El síndrome coronario agudo (SCA) es un conjunto de manifestaciones de 
cardiopatía isquémica o insuficiencia coronaria, que tienen como causa común la 
disminución del aporte de sangre al miocardio como consecuencia de la obstrucción 
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parcial o total de las arterias coronarias, generalmente causada por placas de ateroma 
(por si mismas o por la trombosis provocada por su rotura) [3, 7]. Comprende tres 
grupos de afecciones: angina de pecho inestable, cuando la isquemia no llega a provocar 
necrosis en el tejido miocárdico; el infarto agudo de miocardio, cuando la isquemia 
produce necrosis en una porción del miocardio; y la muerte súbita, cuando los impulsos 
eléctricos del corazón se alteran (taquicardia y/o fibrilación ventricular) provocando el 
paro cardiaco. 
2.1. Manifestación clínica. 
La presentación clínica de los diferentes SCA depende de la extensión y duración 
de la isquemia provocada por la obstrucción del flujo coronario, lo que se refleja en el 
electrocardiograma (ECG) y permite clasificarlos en SCA con o sin elevación del 
segmento ST. La elevación del segmento ST del ECG indica que se trata de un infarto 
agudo de miocardio (IAM), mientras que el segmento ST sin elevación puede deberse a 
un IAM o bien angina inestable (AI) [31, 32]. Además, la aparición de ondas Q 
anormales puede considerarse un signo de necrosis miocárdica. Un trombo no oclusivo 
o transitoriamente oclusivo es la causa más frecuente de la AI o del IAM sin elevación 
del segmento ST (también llamado IAM no Q). En la AI la oclusión temporal no suele 
durar más de 20 minutos y produce angina de reposo. En el IAM no Q la interrupción 
dura más tiempo, aunque el miocardio puede estar protegido por circulación colateral 
desde otros vasos, lo que reduce la isquemia y la necrosis del tejido miocárdico. En el 
IAM con elevación del segmento ST el trombo es oclusivo sin circulación colateral, la 
duración de la isquemia es más prolongada y el alcance de la necrosis es mayor [31, 32]. 
En los casos de SCA sin elevación del segmento ST, es necesario averiguar si se ha 
producido necrosis del tejido miocárdico para determinar si se trata de un IAM o una 
AI. Para ello se realiza la determinación de los niveles séricos de troponinas y de la CK-
MB (isoforma de la enzima Creatinquinasa específica de miocardio), dos marcadores 
bioquímicos de necrosis miocárdica, cuya presencia indica que se trata de un IAM [31]. 
2.2. Tratamiento y prevención. 
Cuando un paciente ingresa con un cuadro de dolor torácico opresivo, intenso y 
persistente, el objetivo inicial es clasificarlo en forma exacta, rápida y eficiente [33]. Por 
ello es necesario realizar el ECG en los 5-10 primeros minutos de la llegada a urgencias 
y los análisis bioquímicos a la mayor brevedad, para poder establecer el tratamiento 




éxito cuando se realizan durante la primera hora de evolución del infarto. Se considera 
terapia de reperfusión toda aquella maniobra dirigida a restablecer el flujo coronario. En 
la actualidad, se puede realizar mediante métodos farmacológicos (trombolisis 
farmacológica) o métodos quirúrgicos (angioplastia coronaria transluminal percutánea) 
[34]. 
Tras el episodio de IAM, el objetivo principal es que no se repita ningún evento 
isquémico en el miocardio. El tratamiento a largo plazo va dirigido a prevenir posibles 
recidivas y las complicaciones que puedan surgir con el tiempo, para lo cual se utilizan 
diferentes tipos de fármacos [35]. Los más clásicos y de probada eficacia son los 
antiagregantes plaquetarios (aspirina) [36, 37] y los agentes β-bloqueantes [38, 39] que 
actúan inhibiendo la unión de las catecolaminas a sus receptores, lo que les confiere 
propiedades anti-hipertensivas, anti-isquémicas, anti-arritmicas, etc. Otros fármacos de 
aplicación más reciente son los inhibidores de la enzima convertidora de Angiotensina 
(iECA) y los hipolipemiantes o estatinas. Los iECAs son una familia de fármacos 
antihipertensivos que bloquean la conversión de Angiotensina I a Angiotensina II, 
capaces de ejercer además un efecto favorable en la remodelación ventricular que suele 
ir acompañada de una disminución de la mortalidad por fallo cardiaco congestivo [40, 
41]. Por su parte, la eficacia de las estatinas (inhibidores de la Hidroximetilglutaril-CoA 
reductasa) en la prevención secundaria de la enfermedad coronaria y otras formas de 
aterosclerosis está bien establecida desde la publicación del estudio 4S [42-44]. Sin 
embargo, el momento de iniciar el tratamiento con estos agentes, así como el uso de 
dosis intensivas o moderadas de estatinas, siguen siendo investigados [45, 46]. El 
estudio PROVE-IT demostró recientemente que el tratamiento intensivo con 80mg/d de 
Atorvastatina era superior a la terapia moderada con 40 mg/d de Pravastatina, en 
términos de reducción de eventos cardiovasculares después de un SCA [47]. El estudio 
REVERSAL confirmó que el tratamiento con Atorvastatina 80 mg/d, es capaz de 
retrasar la progresión de la aterosclerosis coronaria [45] y el estudio SPARCL ha 
demostrado que el tratamiento con Atorvastatina 80 mg/d podría disminuir también la 
recurrencia de los accidentes cerebrovasculares [48].  
Además del tratamiento a largo plazo, es necesaria una prevención secundaria 
mediante el control o la eliminación de los factores de riesgo conocidos de enfermedad 
coronaria (aumento del colesterol LDL, hiperglucemia, tabaquismo, etc.), para evitar la 




Aunque el estudio de la aterotrombosis ha sido uno de los temas clave de la 
investigación cardiovascular en la última década, actualmente seguimos siendo 
incapaces de predecir los SCA. Así, pese a que el tratamiento de este tipo de patología 
está muy avanzado hoy en día en el mundo occidental, se estima que hasta un 40% de 
los casos pueden fallecer antes de recibir atención hospitalaria. Por ello, la capacidad 
para predecir la enfermedad es en la actualidad uno de los retos de la investigación 
cardiovascular, que trata de encontrar nuevos biomarcadores [49]. Generalmente, el 
término “biomarcador” se identifica con la medida de los niveles plasmáticos de una 
molécula, proteína o enzima que proporciona valores pronósticos o diagnósticos 
reflejando una condición o estado patológico subyacente [50, 51]. Sin embargo, según 
la definición propuesta en 2001, un biomarcador es “una característica que puede ser 
medida y evaluada objetivamente como indicador de procesos biológicos normales, 
procesos patológicos o respuestas farmácológicas a intervenciones terapéuticas” [52]. 
Esta definición implica que un marcador puede ser medido en una muestra biológica 
(sangre, orina, etc.), puede ser registrado en un paciente (ECG, etc.), o puede ser una 
prueba de imagen (ecocardiograma, etc.) [53]. El descubrimiento de nuevos 
biomarcadores de aterotrombosis es un gran desafío, al que se ha destinado mucho 
tiempo y esfuerzo, existiendo buenas perspectivas para los próximos años gracias a los 
avances en las técnicas de imagen (resonancia magnética y TAC multicorte). No 
obstante, la visualización de la pared vascular no va a predecir por sí sola la posibilidad 
de trombosis. Todo esto ha generado un interés creciente en el estudio de la sangre, 
incluyendo los elementos que van a constituir el trombo (plaquetas y fibrina) y los que 
nos puedan dar información sobre lo que ocurre en la pared vascular, teniendo en cuenta 
tanto las moléculas intercambiadas entre ambas estructuras como las células circulantes 
que se incorporan al interior de la pared vascular [54]. 
En la actualidad existen muy pocos marcadores bioquímicos usados en el 
seguimiento del SCA, fundamentalmente las ya mencionadas troponinas y CK-MB 
[31]. No obstante, su valor pronóstico es reducido ya que su elevación se debe a la 
necrosis miocárdica, por lo que son indicadoras de la consecuencia del evento 
coronario, pero no de los fenómenos que tienen lugar en la pared vascular y en la 
sangre. Por otra parte, existen en la literatura trabajos en los que se describen 




actividad inflamatoria en correlación con eventos coronarios agudos. Por ejemplo, los 
niveles de la proteína C reactiva, la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP-1), 
algunas moléculas de adhesión, varias metaloproteinasas, ligando de CD40 (CD40L) y 
la actividad de NF-κB en leucocitos circulantes se ven incrementados en los pacientes 
con SCA. Es más, se ha propuesto que los niveles de varias de estas moléculas podrían 
predecir la aparición de un evento coronario agudo [55-60]. Sin embargo, por el momento 
ninguno de estos marcadores se utilizan en la práctica clínica habitual, ya que la 
información disponible en la actualidad es aún insuficiente. Tan solo se ha profundizado 
en el estudio de la proteína C reactiva, pero uno de los trabajos más recientes ha 
definido su capacidad pronóstica como limitada [61]. 
A pesar de todos los avances mencionados, seguimos siendo incapaces de predecir 
qué sujetos van a sufrir un SCA, lo que contribuye a la elevada mortalidad asociada a 
esta patología ya que, como se indicó anteriormente, muchos pacientes mueren antes de 
llegar al hospital. Por lo tanto, urge la necesidad de identificar nuevos biomarcadores 
específicos que puedan ser utilizados en la detección temprana de la enfermedad, 
incluso antes de que aparezcan sus manifestaciones clínicas. Por ello, el estudio global 
de las proteínas implicadas en la trombosis de la placa [62-64] y la búsqueda de 
biomarcadores en la sangre de los pacientes con SCA [20, 21, 65-68] son dos estrategias 
interesantes que podrían servir para profundizar en el conocimiento de esta patología y 
mejorar los actuales métodos de diagnóstico y tratamiento [49]. La proteómica es una 
tecnología especialmente adecuada para buscar nuevos candidatos a biomarcadores, ya 
que permite el estudio de las proteínas totales presentes en una muestra biológica. Su 
aplicación en este campo está permitiendo el desarrollo de nuevas herramientas en el 
pronóstico y diagnóstico cardiovascular [69].  
La sangre es una muestra de fácil obtención y manipulación, lo que la convierte en 
la más importante desde el punto de vista clínico y posiblemente en la más apropiada 
para la búsqueda de biomarcadores. El plasma ha sido tradicionalmente el elemento de 
la sangre más estudiado, ya que su constante perfusión por todo el cuerpo le permite 
recoger información sobre el estado fisiológico de las diferentes partes del organismo 
[49], utilizándose de forma rutinaria en la práctica clínica [70]. Sin embargo, la 
búsqueda de biomarcadores en plasma mediante una aproximación proteómica es una 
tarea muy complicada, raramente empleada en proteómica clínica en sus inicios, debido 
a que su proteoma es probablemente el más complejo del cuerpo humano [70]. Por ello, 
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también es interesante el estudio de las células sanguíneas, como fuentes alternativas de 
marcadores [49]. La búsqueda de biomarcadores en monocitos circulantes usando 
estrategias proteómicas se ha convertido en una aproximación fructífera, teniendo en 
cuenta que los monocitos, como el plasma, suponen una muestra de fácil acceso y son 
células esenciales en el desarrollo del proceso aterosclerótico, desde la formación de la 
estría grasa y la placa de ateroma, hasta la ruptura de la misma. Todo esto hace pensar 
que el análisis proteómico de estas muestras puede proporcionarnos información sobre 
la biología del proceso aterosclerótico y permitirnos identificar nuevos biomarcadores 
potenciales de esta enfermedad. 
B) PROTEÓMICA 
En los últimos años se ha producido un fuerte avance en la proteómica, ciencia 
que estudia la expresión de proteínas a nivel global empleando para ello una serie de 
técnicas que permiten el análisis de todas las proteínas presentes en una muestra 
biológica [71-73]. El estudio del proteoma es, probablemente, el sistema experimental 
más adecuado para analizar células y tejidos, puesto que examina directamente el 
producto final del genoma. Este tipo de estudio requiere la utilización de un método de 
separación de proteínas combinado con la identificación posterior de cada proteína 
individual, generalmente mediante espectrometría de masas (MS) que, debido a su 
mayor sensibilidad y gran capacidad de procesamiento [74], ha reemplazado a la 
secuenciación de Edman en esta tarea. 
Uno de los principales obstáculos a los que se ha enfrentado la investigación 
proteómica en los últimos tiempos es la dificultad que supone la identificación de todas 
las proteínas presentes dentro de una muestra biológica compleja. Esta dificultad se ve 
agravada por el limitado rango dinámico de concentración que las técnicas actuales son 
capaces de resolver [75]. Otros problemas están asociados a la evaluación de la enorme 
cantidad de información que genera esta tecnología, que complica la selección e 
interpretación de los datos potencialmente útiles de entre todos los obtenidos. 
1. Métodos de separación de proteínas. 
Puesto que la mayoría de las muestras biológicas son mezclas complejas de 
proteínas (que no pueden ser analizadas directamente por MS), los estudios proteómicos 
requieren el uso de una o varias técnicas de separación de proteínas previas al análisis 




bidimensional o “2-DE”) y la cromatografía (sobre todo la cromatografía líquida de alta 
resolución o “HPLC”). 
1.1. Cromatografía líquida 
La cromatografía líquida (“liquid chromatography”, LC) es una técnica de 
fraccionamiento que puede aplicarse para separar proteínas o péptidos según diferencias 
en sus propiedades físicas y/o químicas, utilizando para ello diversos tipos de soporte 
cromatográfico (intercambio iónico, fase reversa, exclusión molecular, afinidad, etc.). 
Puede utilizarse como un paso de purificación previo o posterior a la 2-DE [76-78], o 
como una alternativa a la misma, que permite además el acoplamiento directo de la 
columna con el espectrómetro de masas mediante la ionización con ESI (figura I_04) 
[79], lo que posibilita la automatización de este proceso [80, 81]. Este hecho hace que 
las técnicas basadas en la separación cromatográfica conectada a espectrometría de 
masas en tándem, como la tecnología multidimensional de identificación de proteínas 
(“multidimensional protein identification technology”, MudPIT), superen a las técnicas 
basadas en gel, en rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y aplicabilidad a diferentes 
muestras y condiciones [82-86]. Sin embargo, el mayor defecto de esta técnica es la 
carencia de información cuantitativa, aunque el desarrollo de técnicas de marcaje 
isotópico de proteínas, como ICAT (“Isotope-coded affinity tag”) e iTRAQ (“Isotope 
tags for relative and absolute quantitation”) [87-89], está compensando esta desventaja.  
1.2. Electroforesis bidimensional 
La electroforesis bidimensional (“2-dimensional electrophoresis”, 2-DE) es una 
técnica de separación de mezclas complejas de proteínas de gran capacidad resolutiva. 
Consistente en la aplicación sucesiva de dos tipos de electroforesis realizadas sobre la 
misma muestra [90, 91]. En primer lugar se realiza un isoelectroenfoque (“isoelectric 
focusing”, IEF) donde las proteínas se separan en un gradiente continuo de pH en 
función de su punto isoelectrico (pI). A continuación se lleva a cabo una electroforesis 
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE), donde las proteínas se 
separan en función de su masa molecular. La dirección del movimiento de las proteínas 
en esta segunda etapa electroforética es perpendicular a la primera, de manera que se 
obtiene un mapa de “manchas proteicas” que se distribuye en dos dimensiones. La 
técnica fue desarrollada inicialmente en los años 70 por Kenrick & Margolis [92], Klose 
[93] y O’ Farrell [94], pero su uso se generalizó a partir de los años 80, tras la invención 
de un método para generar gradientes de pH inmovilizados (“immobilized pH 
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gradients”, IPG) [95]. Los IPG mejoraron la reproducibilidad entre geles y permitieron 
la creación de bases de datos de geles bidimensionales, disponibles hoy día en Internet 
[96]. En los últimos tiempos, el desarrollo de la electroforesis bidimensional diferencial 
(2D-DIGE) ha mejorado mucho la capacidad de la 2-DE para realizar análisis 
comparativos. Se trata de una técnica basada en el marcaje fluorescente de las proteínas 
previo a su separación, lo que le otorga una gran precisión en la cuantificación, que 
además permite la separación de varias muestras proteicas en un mismo gel [97], 
incrementando la reproducibilidad y la fiabilidad del análisis de expresión diferencial 
entre muestras. 
2. Espectrometría de masas. 
La espectrometría de masas (“mass spectrometry”, MS) es una tecnología 
analítica de gran potencia [74, 98], que requiere la conversión de los compuestos 
analizados a iones en fase gaseosa, los cuales se separan en función de su relación masa 
/carga (m/z), lo que permite averiguar su masa molecular con gran precisión [74]. El 
desarrollo a finales de los años 80 de las técnicas de ionización suave [99, 100], que 
permiten generar iones a partir de analitos grandes y no volátiles, amplió la 
aplicabilidad de la espectrometría de masas a las biomoléculas (incluyendo las 
proteínas) e inició una rápida evolución de esta tecnología que continúa hoy en día [98, 
101].  
Figura I_03: Esquema de los 
elementos que integran un 
espectrómetro de masas. Existen 
tres componentes esenciales: la 
fuente de ionización (MALDI o 
ESI), el analizador de masas (TOF, 
Q, IT o una combinación de los 
anteriores en el caso de 
espectrómetros en tándem o 
híbridos) y el detector de iones. Las 
señales captadas por el detector son 
integradas en un sistema 
informático (externo al 
espectrómetro de masas) que genera 
los gráficos conocidos como 
espectros de masas. 
2.1. Espectrómetros de masas. 
Los espectrómetros de masas están generalmente constituidos por tres elementos 
(figura I_03): una fuente de iones que ioniza y vaporiza las muestras, un analizador de 




genera señales proporcionales a la abundancia relativa de cada ion. Los datos 
registrados por el detector son procesados mediante programas de ordenador 
específicos, que habitualmente generan gráficos de abundancia relativa de iones frente a 
m/z conocidos como espectros de masas. Aunque existen múltiples métodos de 
ionización, sólo los métodos de ionización suave permiten el análisis de biomoléculas 
(figura I_04): la desorción/ionización mediante láser inducida por matriz (“matrix-
assisted laser desorption/ionization”, MALDI) [100] y la electronebulización o 
electroespray (“electrospray ionization”, ESI) [99]. También se utilizan diferentes 
analizadores de masas, existiendo 3 tipos principales para analizar biomoléculas: 
separación de los iones por “tiempo de vuelo” (“time-of-flight”, TOF), separación por 
campos electromagnéticos oscilatorios generados por “cuadrupolos” (“quadrupole”, Q) 
y por último, separación por expulsión selectiva de los iones de un espacio 
tridimensional que actúa como trampa o “trampa iónica” (“ion trap”, IT) [74, 102, 103]. 
  
Figura I-04: Fuentes de ionización en espectrometría de masas. (A) MALDI. (B) ESI. 
 
Para identificar los diferentes espectrómetros de masas, se usa habitualmente una 
nomenclatura sencilla basada en los acrónimos de las partes que componen el 
espectrómetro (p. ej., MALDI-TOF, ESI-IT,...). Para el análisis de secuencia, se pueden 
utilizar 2 analizadores de masas en tándem en el tiempo como las trampas iónicas, o 
tándem en el espacio como el TOF-TOF [104]. En los últimos años, se han desarrollado 
varios espectrómetros de masas de diseños híbridos que complementan a los 
analizadores de masas en tándem convencionales, como el Qq-TOF [105], Q-TRAP 
[106] y la trampa lineal-Resonancia iónica ciclotrón transformada de Fourier (LTQ-FT-
ICR) [107-109]. Existen además otras aplicaciones de la espectrometría de masas 
basadas en la interacción de las proteínas con diferentes soportes cromatográficos, como 
la desorción/ionización mediante láser realzada por superficie-tiempo de vuelo 
(“surface-enhanced laser desorption/ionization-time-of.flight”, SELDI-TOF) [110, 111], 
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en el cual las proteínas son retenidas en una superficie cromatográfica sobre la que se 
deposita una matriz de cristalización, para permitir su detección en un analizador de 
masas de tipo TOF. 
2.2. Identificación de proteínas. 
La espectrometría de masas proporciona medidas muy precisas de la masa 
molecular y carga de proteínas o péptidos en una muestra. Las medidas de masas de las 
proteínas intactas pueden proporcionar información rápida y valiosa sobre el perfil 
proteico de una muestra, aunque a la hora de identificar una proteína no es práctico 
basarse únicamente en su relación m/z, ya que existen múltiples factores 
(procesamientos pre o postraduccionales) que pueden variar la masa molecular real de 
una proteína respecto a la masa teórica de la base de datos. Además, cuanto mayor es la 
masa de una proteína, menor es la exactitud de la medida. Por ello, se han desarrollado 
estrategias complementarias para la identificación de proteínas, como la “huella dactilar 
peptídica”. Esta técnica se basa en las medidas de las masas de los péptidos obtenidos 
tras la digestión enzimática de una proteína. La tripsina es la proteasa más comúnmente 
utilizada, ya que su corte altamente reproducible en el extremo C-terminal de los 
residuos de lisina y arginina permite identificar la proteína mediante la comparación de 
los valores de masa peptídica medidos (reales) con los valores calculados (teóricos) en 
la digestión virtual de todas las proteínas en la base de datos [112, 113]. La fiabilidad de 
este método depende de varios factores, entre ellos la precisión en la medida de la masa 
de los péptidos [112], el número de proteínas presentes en la muestra digerida, el 
tamaño de la proteína digerida (las proteínas de alto masa molecular generan un mayor 
número de péptidos por lo que es más probable identificarlas respecto a las pequeñas) y 
la calidad de las bases de datos empleada. Existen sistemas de puntuación (el más 
utilizado es el algoritmo denominado “Molecular Weight Search” o “MOWSE”) [114], 
cuyo objetivo es compensar estos problemas potenciales. Los diferentes programas 
informáticos que existen en la actualidad para el análisis de los datos generados por de 
espectrometría de masas (Mascot [115], ProFound [116], etc) incluyen estos sistemas de 
puntuación. Los programas comparan las medidas obtenidas con la base de datos, 
evaluando y ordenando los resultados de acuerdo con el sistema de puntuación. El uso 
de dos analizadores de masas consecutivos (espectrometría de masas en tándem o MS-
MS), permite determinar la secuencia de aminoácidos (total o parcial) de un péptido 




al colisionar con un gas (disociación inducida por colisión-CID) [117]. La 
espectrometría de masas en tándem puede llevarse a cabo empleando tanto ionización 
mediante ESI (p. ej. ESI-triple-cuadrupolo o ESI-Qq-TOF) [118], como MALDI 
(MALDI-TOF-TOF) [104]. A menudo los espectros de fragmentación de tan solo unos 
pocos péptidos son suficientes para la identificación de la proteína de forma inequívoca 
[74, 112]. Tras la adquisición de los datos, éstos son enfrentados a las bases de datos de 
secuencia de modo automático [119] o interpretados manualmente [120, 121]. 
3. Aplicaciones del análisis proteómico. 
En función del objetivo que se quiera alcanzar, se pueden utilizar diferentes tipos 
de análisis proteómico. La definición clásica de proteómica incluye el análisis a gran 
escala de la expresión e identificación de todas las proteínas de células o tejidos. 
Cuando un estudio se ciñe a esta definición, podemos decir que se trata de un estudio 
descriptivo del proteoma. De este modo, la proteómica descriptiva incluiría el análisis a 
gran escala de la expresión de proteínas de células o tejidos, la identificación de las 
mismas y la construcción de mapas bidimensionales y/o bases de datos de los mismos 
[71, 77, 122, 123]. Sin embargo, la expansión de la proteómica hacia otras áreas más 
allá de la pura descriptiva, ha permitido la aparición de la proteómica de expresión 
diferencial, la proteómica funcional (o de interacciones), los estudios de modificaciones 
postraduccionales y los análisis de perfiles proteicos. La proteómica de expresión 
diferencial requiere la comparación, cuantificación e identificación de patrones de 
expresión proteicos entre diferentes estados fisiológicos de un mismo tejido o tipo 
celular. En este tipo de abordaje lo más frecuente es utilizar la electroforesis 
bidimensional [124, 125], tanto convencional [66, 126, 127], como 2D-DIGE [128, 
129], ya que en la actualidad proporciona una información cuantitativa que los métodos 
basados en LC-MS no pueden aportar, aunque esto podría cambiar con la evolución de 
los métodos de marcaje isotópico. La proteómica comparativa permite detectar en 
ocasiones posibles variaciones de las proteínas que deberán ser caracterizadas mediante 
el análisis de modificaciones postraduccionales, como fosforilaciones, acetilaciones, 
glicosilaciones, ubiquitinaciones y nitrosilaciones entre otras [130-132]. En cuanto a la 
proteómica funcional, una gran parte de la investigación se centra en las interacciones 
proteína-proteína de complejos proteicos específicos [133-135], siendo posible también 
estudiar las interacciones con otras moléculas [136-138]. Por último, el análisis de 
perfiles proteicos consiste en un muestreo rápido de las muestras mediante MS, que 
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apenas requiere preparación de la muestra. El espectro de masas constituye un perfil 
proteico que puede ser comparado en diferentes muestras, lo que permite identificar 
diferencias en la abundancia relativa de proteínas, que pueden ser posteriormente 
purificadas e identificadas. Estas técnicas, entre las que se incluye SELDI-TOF MS 
[111, 139], son complementarias a la proteómica cuantitativa. Otra técnica de análisis 
de perfiles que puede complementar en este caso a la proteómica descriptiva es la 
imagen por espectrometría de masas (“imaging MS”, IMS), en la cual se analizan 
directamente cortes histológicos con MALDI-TOF MS, proporcionando información 
espacial de la distribución de péptidos y/o proteínas en el corte original [140-143]. 
3.1. Análisis de expresión diferencial mediante 2-DE y 
MALDI-TOF 
En el caso de la búsqueda de biomarcadores las aplicaciones más adecuadas son el 
análisis de perfiles proteicos y la proteómica de expresión diferencial. Cuando se 
emplea esta última lo más habitual es la utilización de la electroforesis bidimensional 
(2-DE ó 2D-DIGE) combinada con la identificación mediante MS MALDI-TOF. 
3.1.1. Electroforesis bidimensional. 
El protocolo de preparación de un gel bidimensional consta de varias etapas, que 
incluyen la preparación de la muestra, la primera dimensión mediante IEF, la segunda 
dimensión mediante SDS-PAGE, la visualización de las proteínas y la digitalización y 
análisis de los mapas bidimensionales. 
3.1.1.1. Preparación de la muestra para la primera dimensión. 
La preparación de la muestra es un paso esencial para desarrollo de la 2-DE, que 
requiere la eliminación de los posibles contaminantes y/o proteasas presentes en la 
muestra [144]. Los contaminantes se pueden eliminar mediante técnicas como la 
diálisis, cromatografía de exclusión molecular, cromatografía en fase reversa o 
precipitación de proteínas [145]. En el caso de las proteasas, es posible bloquearlas 
mediante inhibidores específicos, aunque es necesario comprobar previamente que sean 
compatibles con la 2-DE [146, 147]. A continuación, las proteínas han de solubilizarse 
en un medio que debe contener: un agente caotrópico neutro para solubilizar las 
proteína (normalmente urea); un detergente no iónico o “zwitteriónico”, para prevenir 
agregaciones (NP-40, CHAPS, etc.); un agente reductor, para romper los puentes 




potencian la solubilidad de las proteínas, minimizando la agregación por interacciones 
de carga (aunque pueden llegar a interferir con el IEF si su concentración es demasiado 
elevada) [144]. 
3.1.1.2. Primera dimensión: Isoelectroenfoque (IEF). 
Las proteínas son moléculas anfotéricas que pueden estar cargadas positiva o 
negativamente en función del pH del medio en que se encuentren. El isoelectroenfoque 
separa las proteínas de acuerdo a sus pI. Si se aplica un campo eléctrico a un gradiente 
de pH, las proteínas que estén dentro migrarán hasta alcanzar el pH equivalente a su pI, 
donde pierden toda carga y dejan de moverse. Por tanto, para realizar un IEF 
necesitamos un gradiente de pH (IPG) [95] y una fuente capaz de generar una diferencia 
de potencial. Actualmente los gradientes IPG se venden de forma comercial, en tiras de 
plástico que llevan adherida la acrilamida con el gradiente de pH. Dicha acrilamida está 
deshidratada para mejorar su conservación, por lo que es necesario rehidratar la tira con 
la solución adecuada antes de comenzar el IEF. La muestra se puede aplicar durante o 
después de este paso de rehidratación [90, 148], tras el cual se desarrolla el IEF, que 
debe constar de varias etapas, ya que la conductividad eléctrica del gel va cambiando a 
lo largo del proceso [96]. Al igual que ocurría con la preparación previa, el tipo de 
rehidratación, la forma de aplicación, así como las etapas y duración del IEF deben ser 
determinados empíricamente para cada tipo de muestra biológica. 
3.1.1.3. Segunda dimensión. SDS-PAGE. 
Antes de realizar la electroforesis SDS-PAGE según Laemmli [149], las tiras IPG 
deben ser tratadas con un tampón de equilibrado, que contiene varios reactivos 
necesarios para la separación en la segunda dimensión. El más importante de ellos es el 
SDS, que es fundamental en el desarrollo de este tipo de electroforesis, ya que 
desnaturaliza las proteínas y forma con ellas complejos cargados negativamente que 
migran hacia el polo positivo durante el proceso. La solución de equilibrado contiene 
también urea y glicerol, para reducir los efectos electroendosmóticos [96]. El 
equilibrado se realiza en dos pasos: un primero en el que se añade DTT al tampón 
anteriormente descrito y un segundo paso, en el que se añade iodoacetamida. Estos dos 
pasos previenen la reoxidación de las proteínas y evitan la aparición de los patrones 
distorsionados por rayas verticales (“streaking”) [150]. A continuación, las proteínas 
enfocadas y equilibradas en la tira IPG vuelven a ser separadas en base a su masa 
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molecular empleando SDS-PAGE en la segunda dimensión (en dirección perpendicular 
a la primera). La elección del porcentaje de acrilamida y el tipo de gel (homogéneo o en 
gradiente) depende del rango de masa molecular que queremos resolver. Para análisis de 
mezclas complejas se suelen utilizar geles en gradiente.  
3.1.1.4. Visualización, Tinción de geles bidimensionales. 
Una vez que la segunda dimensión ha finalizado, las manchas proteicas deben ser 
visualizadas, para lo cual existen varios métodos de tinción, con diferentes 
características (sensibilidad, linealidad, homogeneidad y reproducibilidad) [151]. El 
método más sensible es la tinción con plata, aunque el rango de detección lineal es más 
amplio en las técnicas que utilizan compuestos fluorescentes (p. ej. SYPRO) [152]. La 
aplicación de estos métodos es posterior al desarrollo de la 2-DE, excepto en el caso de 
la electroforesis bidimensional diferencial (Two-dimensional difference gel 
electrophoresis, 2D-DIGE) [97]. Se trata de una técnica comercializada como “Ettan 
DIGE proteomics system” (GE Healthcare), que permite un análisis cuantitativo de la 
expresión diferencial entre muestras biológicas, basándose en las propiedades 
específicas de tres fluorocromos con propiedades espectrales diferenciales (Cy2, Cy3 y 
Cy5; “CyDye DIGE Fluor minimal dyes”). Estos compuestos fluorescentes, que han 
sido diseñados para igualar su masa y carga, se utilizan para marcar covalentemente las 
proteínas de diferentes muestras en residuos de lisina antes de su separación en un 
mismo gel bidimensional. Las proteínas marcadas pueden ser detectadas a las 
longitudes de onda de excitación y emisión apropiadas, empleando un escáner especial 
para la detección de señales fluorescentes. Las señales detectadas se pueden entonces 
comparar empleando las aplicaciones informáticas adecuadas. Posteriormente se pueden 
teñir los geles tras la digitalización de las imágenes fluorescentes, con azul Coomassie o 
SYPRO Ruby. Esta metodología tiene múltiples ventajas, ya que todas las muestras 
están sujetas a las mismas manipulaciones experimentales y, al tratarse de un método de 
fluorescencia [152], proporciona una mayor sensibilidad y una mayor linealidad en el 
rango dinámico de detección que otras técnicas de tinción. Por ello, los cambios en la 
expresión de las proteínas pueden ser detectados y cuantificados con mayor nivel de 
confianza. Para realizar un experimento de electroforesis bidimensional diferencial (2D-






3.1.1.5. Adquisición de la imagen y análisis de geles bidimensionales. 
Las imágenes de los geles deben ser digitalizadas y guardadas en archivos de 
imagen informáticos para poder ser analizadas. La complejidad de los geles 
bidimensionales requiere el empleo de paquetes informáticos especializados para su 
análisis [153-155], que deben ser capaces de realizar una serie de funciones 
imprescindibles como la edición y optimización de la imagen del gel, la detección de las 
manchas proteicas, el emparejamiento de los puntos en los diferentes geles objeto de 
estudio y el análisis estadístico y cuantitativo final. 
3.1.2. MALDI-TOF. 
El proceso de ionización mediante MALDI (figura I_04A) produce la 
vaporización inducida por láser de una mezcla sólida de un analito (proteína o péptido) 
y una matriz depositada en una placa metálica. En dicha mezcla, que debe haber sido 
cocristalizada previamente, la matriz actúa como aceptor de la energía transmitida por el 
láser y la transfiere a las moléculas de analito, produciendo la ionización y sublimación 
de ambas moléculas (matriz y analito) a fase gaseosa [156]. La aplicación de potencial 
eléctrico elevado (20-25 KV), acelera los iones desde la placa de muestra hasta el tubo 
de vuelo del analizador TOF, donde no existe campo eléctrico alguno. Para un voltaje 
de aceleración dado, el tiempo de vuelo (TOF) empleado por un ión para llegar al 
detector (microsegundos), es proporcional a su m/z. De esta manera, los péptidos 
pequeños vuelan más rápido que los mayores, por lo que el detector captará las masas 
en orden creciente (modo lineal). El resultado es la representación de la intensidad 
(abundancia) de cada péptido frente a la relación m/z, dando lugar al espectro de masas 
[103, 157]. Es posible mejorar la resolución de MALDI-TOF empleando un espejo de iones 
o “reflector” al final del tubo de vuelo (figura I_05A) [74]. En el reflector, los iones son 
reflejados hacia el detector, compensando las pequeñas diferencias de energía cinética 
que puedan llevar dos iones idénticos, lo que aumenta mucho la exactitud en el rango de 
detección. La unión de dos analizadores TOF mediante una cámara de colisión situada 
entre ellos (figura I_05B) permite el aislamiento y la fragmentación de péptidos para 




Figura I-05: (A) Representación esquemática de un espectrómetro de masas de tipo MALDI-TOF. Un 
pulso de láser irradia la muestra (cristalizada sobre la placa MALDI), causando la ionización y la 
vaporización de los péptidos. Estos son acelerados por un campo eléctrico que los dirige al analizador de 
masas (tubo de vuelo). Las diferencias de energía iniciales son corregidas mediante el reflector (o espejo 
de iones) y los iones llegan al detector, que contiene un fotomultiplicador que amplifica la señal. (B) 
Representación esquemática de un espectrómetro de masas de tipo MALDI-TOF-TOF. Al igual que en el 
caso anterior, un pulso de láser irradia la muestra (cristalizada sobre la placa MALDI), causando la 
ionización y la vaporización de los péptidos. Estos son acelerados por un campo eléctrico que los dirige al 
primer analizador de masas (tubo de vuelo), al final del cual se encuentra una puerta de iones que regula 
el paso de los péptidos a la cámara de colisión (sólo pasarán los que tengan la m/z que haya sido 
seleccionada previamente). En la cámara de colisión los péptidos se fragmentan y son acelerados por un 
nuevo campo eléctrico que los dirige al segundo analizador de masas (también tiempo de vuelo). Las 
diferencias de energía iniciales son corregidas mediante el reflector (o espejo de iones) y los iones llegan 
al detector, que contiene un fotomultiplicador que amplifica la señal. 
4. Antecedentes en proteómica cardiovascular 
La investigación cardiovascular ha sido una de las áreas pioneras en la aplicación 
del análisis proteómico [158-161], desde los trabajos de Peter Jungblut y Michael Dunn 
[162-164]. El estudio de la expresión diferencial de proteínas es la estrategia 
fundamental para la búsqueda proteómica de nuevos biomarcadores de aterotrombosis. 
4.1. Análisis proteómico de la placa de ateroma 
Los primeros estudios de placas humanas ateroscleróticas por 2-DE se realizaron 
sobre extractos de tejido con estrías grasas en comparación con segmentos de aorta 




sanos. Solo se detectaron cambios en proteínas plasmáticas (albumina, IgG), 
contaminantes del plasma, o en los niveles de la cadena ligera de la ferritina, probable 
contaminante de las plaquetas [165, 166]. Martinet et al. [167] realizaron un 
experimento de inmunodetección múltiple (823 anticuerpos monoclonales) en placas de 
ateroma carotídeas humanas, comparando con arterias mamarias utilizadas como 
control. Así, identificaron variaciones en la expresión de 7 proteínas, una de ellas 
(ALG-2) con funciones pro-apoptóticas [168]. Mayr et al [169] han realizado un estudio 
proteómico mediante 2-DE de aortas ateroscleróticas en ratones deficientes de apo-E, en 
distintas fases del desarrollo de las lesiones. De las 79 proteínas alteradas en las diversas 
fases de la aterogénesis destacan las proteínas implicadas en inflamación (IgG), estrés 
oxidativo y metabolismo energético. Sin embargo, uno de los mayores inconvenientes 
de estos estudios es la heterogénea composición celular de la placa aterosclerótica: 
mientras que las células musculares lisas predominan en el vaso normal, las que 
presentan lesiones avanzadas contienen abundantes macrófagos (células espumosas) y 
linfocitos T, aunque en los geles 2-DE solo se detectaron proteínas de las células 
musculares lisas [169]. Una estrategia más directa para identificar posibles nuevos 
biomarcadores de aterosclerosis es la utilizada por Duran et al. [62] que estudiaron las 
proteínas secretadas por placas de ateroma de carótidas humanas (procedentes de 
endarterectomias), cultivadas in vitro, en comparación con segmentos sanos y arterias 
control (mamarias), incubándolas en un medio libre de proteínas. Los sobrenadantes se 
analizaron mediante 2-DE y se identificaron más de 80 proteínas diferencialmente 
expresadas en las placas complicadas respecto a las zonas adyacentes sanas [49]. Entre 
las proteínas con niveles disminuidos se encontró la HSP27 (Proteína de choque térmico 
de 27kDa) que ha sido posteriormente identificada como un marcador potencial de 
aterosclerosis [170].  
4.2. Análisis proteómico de las células que constituyen la 
placa de ateroma 
Una alternativa al estudio de la pared vascular es el análisis proteómico de los 
tipos celulares que intervienen en esta patología (células endoteliales, células 
musculares lisas y macrófagos y/o células espumosas), en cultivos que simulen las 
condiciones de las lesiones ateroscleróticas. En este sentido, el estudio de las células 
endoteliales es de gran importancia [171, 172]. Como se explicó anteriormente, el daño 
endotelial es el evento fundamental que inicia el proceso aterosclerótico [15]. El efecto 
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del oxLDL en las células endoteliales se considera generalmente el evento más 
temprano en la aterogénesis. Para entender el mecanismo mediante el cual el oxLDL 
causa la disfunción, se expuso un cultivo de células endoteliales de la vena umbilical 
humana (HUVECs) a una concentración de oxLDL que induce la disfunción celular. El 
análisis proteómico de estas células mostró que la expresión de la Nucleofosmina, la 
Estatmina y la Nucleolina se veía afectada por la exposición al oxLDL [173]. Otro de 
los sucesos clave en el proceso aterogénico es la proliferación y migración de las células 
musculares lisas. Para identificar los cambios en la expresión de proteínas asociados a 
crecimiento hiperplásico o hipertrófico, Patton et al. [174] realizaron un experimento de 
2-DE con extractos de células musculares lisas aórticas de rata quiescentes o expuestas 
a factores de crecimiento. Encontraron mediadores de plegamiento proteico (HSP60, 
HSP70, Proteína Disulfuro-isomerasa) y de síntesis proteica (Factor de elongación EF-
1β) entre las proteínas aumentadas por la exposición a factores de crecimiento, junto 
con proteínas del citoesqueleto (Vimentina y Actina). Además, se sabe que las fuerzas 
mecánicas a que se ven sometidas las paredes de los vasos juega un papel en el proceso 
de aterogénesis, ya que las lesiones se desarrollan espontáneamente en lugares 
preferenciales del sistema vascular. Por ello, Mc Gregor et al. [175] estudiaron los 
cambios en los perfiles de expresión de las proteínas de las células musculares lisas 
expuestas a estrés hemodinámico identificando las proteínas Gelsolina, HSP27 y CapZ. 
Del mismo modo, otro miembro de la familia de la Gelsolina (CapG) fue identificado al 
estudiar los cambios en células endoteliales aórticas expuestas a flujo oscilatorio y/o 
laminar [176].  
En las lesiones ateroscleróticas, los monocitos migran a la pared vascular y se 
diferencian a macrófagos, algunos de los cuales se cargan de lípidos tras al contactar 
con el oxLDL. Para imitar el comportamiento de estas células en las lesiones 
ateroscleróticas, es necesario estudiar la diferenciación de monocito a macrófago y la 
carga lipídica. En este sentido, se analizaron la expresión génica y proteica de ambos 
procesos [177, 178], empleando células THP-1 tratadas con LDL nativo o modificado 
(oxidado o acetilado). Al comparar los resultados de los chips de cDNA y de 
anticuerpos, se hace evidente que los cambios a nivel proteico no siempre se 
corresponden con cambios a nivel de mRNA. Sorprendentemente, los niveles de 
expresión proteicos estudiados mediante los chips de anticuerpos no revelaron grandes 
cambios en la expresión durante la carga lipídica. En otros estudios se compararon 




oxLDL (como modelo de célula espumosa) con las células nativas, no modificadas 
(estimuladas con LDL), para tratar de identificar proteínas que pudiesen estar 
implicadas en el proceso aterosclerótico. Al menos 150 manchas proteicas se 
expresaban diferencialmente y 93 de ellas pudieron identificarse con éxito. Un grupo 
grande correspondía a proteínas metabólicas, como la Piruvato-quinasa, Proteína 
Disulfuro-isomerasa, Acetil-CoA Aciltransferasa, y Enolasa-1, entre otras. Otro grupo 
de proteínas eran componentes de las rutas de diferenciación [179]. Siguiendo una 
metodología similar, Fach et al., [180] estudiaron las proteínas secretadas al medio de 
cultivo por células monocíticas THP-1 estimuladas con oxLDL mediante cromatografía 
multidimensional, identificando 59 proteínas cuya concentración aumentaba en el caso 
de las células tratadas con oxLDL en comparación con las tratadas con LDL. Estas 
proteínas pertenecían a 7 grupos, entre los que se incluyen proteínas de unión de ácidos 
grasos, ciclofilinas, catepsinas, y proteínas tipo Uroquinasa activador del receptor de 
Plasminógeno. 
Sin embargo, aunque la mayoría de estos estudios están aportado datos que 
contribuyen al esclarecimiento del proceso aterotrombótico, son aproximaciones in vitro 
que no pueden aplicarse al estudio de pacientes. Por tanto, estas investigaciones 
deberían complementarse con nuevos estudios que permitan el análisis de otros tipos de 
muestra relacionados con la patología y que procedan de pacientes. 
4.3. Análisis proteómico de los elementos de la sangre en 
pacientes con SCA. 
Teniendo en cuenta la limitación que supone la falta de acceso a la pared vascular 
de los pacientes con aterotrombosis, resulta necesario buscar muestras alternativas para 
tratar de encontrar nuevos biomarcadores. En este sentido, existen datos que sugieren 
una conexión entre lo que ocurre en la pared vascular durante la aterotrombosis y los 
elementos de la sangre [54]. Además, el análisis de las células circulantes y/o del 
plasma, puede proporcionar una visión global de la respuesta del cuerpo humano ante 
esta patología. Las células circulantes pueden contener información que refleje un 
estado proinflamatorio o procoagulante relacionado con la patología [181]. Por su parte, 
el descubrimiento, la identificación y validación de las proteínas asociadas con el SCA 
en plasma es una labor compleja que, no obstante, puede resultar de gran utilidad. 
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4.4. Nuevas fuentes de biomarcadores: Monocitos 
circulantes 
Como se ha comentado previamente, la formación de la placa de ateroma está 
considerada como una respuesta inflamatoria a la invasión de lipoproteínas en la pared 
arterial y a la presencia de otros factores de riesgo coronario. Aunque, en principio, se 
trata de un fenómeno defensivo, esta respuesta contribuye finalmente a la generación y 
desarrollo de la lesión ateromatosa. La acumulación de lipoproteínas oxidadas (oxLDL) 
bajo el endotelio induce la expresión de moléculas de adhesión (selectinas e integrinas) 
y de factores quimiotácticos, como la Proteína quimiotáctica 1 de monocitos (MCP-1) 
[18]. Los monocitos circulantes se adhieren a las células endoteliales que expresan estas 
moléculas e interaccionan con MCP-1 a través de los receptores CCR2 (figura I-06) 
[13]. Esto provoca su extravasación al interior de la pared vascular, donde se 
diferencian a macrófagos en respuesta a factores producidos localmente, como el factor 
estimulador de monocitos (M-CSF) y oxLDL.  
 
Figura I_06: Representación del mecanismo de reclutamiento de monocitos por la pared arterial y su 
diferenciación a macrófagos. Los monocitos circulantes se unen a las células endoteliales mediante 
moléculas de adhesión que son inducidas en respuesta a señales inflamatorias (oxLDL). Los monocitos 
migran a través de la pared endotelial a la íntima, donde se diferencian rápidamente a macrófagos en 
respuesta a la producción de factores locales. Los macrófagos cargados de lípidos se transforman en 
células espumosas que, finalmente, entran en apoptosis y mueren. M-CSF, factor estimulador de 





Este proceso de diferenciación incluye un incremento en la expresión de receptores 
para las oxLDL, mediante los cuales los macrófagos captan oxLDL y desechos de células 
apoptóticas ricas en colesterol. De este modo, los macrófagos cargados con abundantes 
acúmulos lipídicos, se transforman en células espumosas cuya presencia se relaciona 
con la formación de la estría grasa [19-21]. La evolución de la lesión implica la 
intervención de otros tipos celulares, principalmente células musculares lisas que migran 
desde la túnica media de la pared vascular. Estas células recubren el núcleo lipídico, 
secretando diversos componentes de la matriz extracelular (fundamentalmente 
colágeno) para formar una cubierta fibrosa. La consistencia de esta cubierta, que 
depende de varios factores [17], dictaminará la probabilidad de que aparezca una fisura 
en la misma. Un factor esencial es la liberación por parte de los macrófagos de varias 
metaloproteinasas (MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-13) que digieren el colágeno y 
debilitan la cubierta fibrosa. Esta debilidad provoca que la placa sea más propensa y 
vulnerable a la rotura y ulterior trombosis por contacto de su núcleo lipídico con la 
sangre, como ya se describió anteriormente. Así, se ha comprobado que existe una 
mayor presencia de macrófagos y metaloproteinasas en las placas responsables de un 
SCA [6, 24]. Por tanto, podemos decir que los macrófagos desempeñan una función 
esencial en todas las fases de la aterosclerosis, desde el inicio hasta la posible rotura de 
la placa y el desencadenamiento del posible infarto de miocardio. Teniendo en cuenta 
que los macrófagos presentes en la lesión fueron antes monocitos circulantes, el grado 
de actividad proinflamatoria que exhiben en la lesión podría estar ya presente en estas 
células. Además, ciertas poblaciones de células espumosas parecen ser capaces de 
emigrar desde las placas ateroscleróticas, lo cual permite su re-entrada en la sangre 
[182, 183]. Por tanto, el análisis proteómico podría mejorar nuestros conocimientos 
sobre el papel de los monocitos / macrófagos en el proceso aterosclerótico [184, 185]. 
4.5. La complejidad del proteoma del plasma 
El plasma es una de las muestras más ricas en contenido proteico, en la que 
predominan una serie de proteínas muy abundantes (proteínas mayoritarias del plasma), 
junto con proteínas producidas por las células circulantes de la sangre y otros tejidos 
[70, 186]. Además, puede transportar proteínas específicas de tejidos que hayan sido 
liberadas en la sangre por diferentes motivos. Este hecho hace suponer que el plasma 




Figura I_07: Gráfico representativo de la contribución relativa de las proteínas en el plasma, donde 22 
proteínas constituyen el 99% de la concentración proteica del plasma. 
 
Se trata además de una muestra de fácil obtención y manipulación, lo que la 
convierte en la más importante desde el punto de vista clínico y se emplea 
rutinariamente con fines diagnósticos [70]. A pesar de ello, el plasma humano no se ha 
utilizado a menudo en proteómica clínica, ya que tan sólo 22 proteínas, entre las que se 
encuentran la albúmina, inmunoglobulinas, haptoglobinas y transferrinas, representan 
aproximadamente el 99% del contenido proteico total (figura I_07) [187, 188]. De 
hecho, se trata probablemente de la muestra biológica con un mayor rango dinámico de 
concentración que separa en unos 109 órdenes de magnitud (figura I_08) [70] la proteína 
más abundante del plasma, la albúmina (30-50 mg/ml), de las más escasas, como la IL-6 
(0-5 pg/ml). Asimismo, muchas de las proteínas del plasma presentan una masa 
molecular y punto isoeléctrico semejantes, por lo que las proteínas más abundantes 
podrían entorpecer la detección de posibles biomarcadores de enfermedad que se 
encontrasen en muy baja concentración. Esto ha supuesto una enorme dificultad a la 
hora de analizar el proteoma del plasma mediante 2-DE [70], debido al limitado rango 
dinámico que esta técnica es capaz de discriminar. Sin embargo, la evolución en los 
últimos años de metodologías como la cromatografía multidimensional [69, 189-191], o 
la tecnología SELDI [110] (que ha permitido la identificación de biomarcadores en 
varios patologías, especialmente en cáncer), está aportando nuevas y prometedoras 






Figura I_08: Intervalos de concentración para 70 proteínas analizadas en plasma. La abundancia se 
representa en una escala logarítmica que abarca 12 órdenes de magnitud. En los casos en que sólo se 
conoce el límite superior, el extremo inferior de la línea que representa el intervalo es una punta de flecha. 
Las proteínas clásicas del plasma se agrupan a la izquierda del gráfico (proteínas abundantes); los 
proteínas liberadas ocasionalmente por los tejidos al torrente sanguíneo (p. ej. enzimas y troponinas) se 
agrupan en el centro; y las citoquinas se agrupan a la derecha (poco abundantes). Se incluye la 
hemoglobina (en el extremo izquierdo del gráfico) como referencia. TPA, Activador de Plasminógeno en 
tejido; GCSF, Factor estimulador de Colonias de Granulocitos; TNF, Factor de necrosis tumoral. 
 
También se han descrito últimamente numerosos métodos que facilitan el análisis 
del plasma mediante 2-DE [192-195], incluyendo métodos de afinidad (basados en 
anticuerpos) para eliminar las proteínas mayoritarias [196-200]. De entre ellos (tabla 
TI_01) los métodos de depleción múltiple han demostrado ser más útiles a la hora de 
analizar el plasma mediante electroforesis bidimensional [201], lo que aporta nuevas 
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afinidad Ac Pc Ac Pc Ac Pc Ac Pc Ac Pc IgY 
IgG Proteína A Proteína A Proteína G Ac Pc Ac Pc Ac Pc Ac Pc 
IgY 
IgA - - - - Ac Pc Ac Pc Ac Pc IgY 
Transferrina - - - - Ac Pc Ac Pc Ac Pc IgY 
α-1-Antitripsina - - - - Ac Pc Ac Pc Ac Pc IgY 
Haptoglobina - - - - Ac Pc Ac Pc Ac Pc IgY 
Fibrinógeno - - - - - Ac Pc Ac Pc IgY 
α-2-Macroglobulina - - - - - - Ac Pc IgY 
α-1-Glicoproteína-
Ácida - - - - - - Ac Pc 
IgY 
IgM - - - - - - Ac Pc IgY 




Apolipoproteína A1 - - - - - - Ac Pc IgY  
Apolipoproteína A2 - - - - - - Ac Pc IgY  
Complemento C3 - - - - - - Ac Pc -  
Prealbúmina (TTR) - - - - - - Ac Pc -  
Apolipoproteína B - - - - - - - -  
Ceruloplasmina - - - - - - - -  
Complemento C4 - - - - - - - -  
Complemento C1q - - - - - - - -  
IgD - - - - - - - -  
Plasminógeno - - - - - - - -  





























Tabla I_01: Métodos de depleción de las proteínas mayoritarias del plasma disponibles en el mercado. 
Explica las proteínas que retira cada uno, el sustrato de afinidad utilizado para cada proteína y el formato 
de presentación de cada uno. (1) También disponible en formato “Cartucho para centrífuga”. (2) Estos 
métodos no estaban disponibles cuando comenzamos esta Tesis. Ac Pc, Anticuerpo policlonal; IgY, 






La medicina sólo puede curar enfermedades curables. 
Proverbio chino 
 
El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral es el estudio de la expresión 
diferencial de proteínas en los elementos de la sangre (monocitos circulantes y plasma) 
de pacientes con SCA, durante y después del episodio agudo, con la finalidad de 
encontrar nuevas proteínas que pudieran estar implicadas en la fisiopatología de la 
aterotrombosis. Se trata de buscar nuevas dianas que puedan servir para ampliar el 
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en el SCA y/o como 
candidatas a biomarcadores de la enfermedad, para lo cual planteamos los siguientes 
objetivos concretos: 
 
1) Estudiar mediante electroforesis bidimensional la expresión diferencial de proteínas 
en monocitos circulantes de pacientes con SCA durante y después del episodio 
agudo, frente a controles sanos y pacientes estables. 
2) Examinar los efectos del tratamiento con un inhibidor de la HMG-CoA reductasa 
(Atorvastatina) sobre el proteoma de los monocitos circulantes de pacientes con 
SCA tratados con este fármaco después del episodio agudo. 
3) Establecer una metodología que permita analizar el plasma mediante electroforesis 
bidimensional, para estudiar la expresión diferencial de proteínas en plasma de 
pacientes con SCA durante y después del episodio agudo, frente a controles sanos y 
pacientes estables. 
4) Examinar los efectos del tratamiento con Atorvastatina sobre el proteoma del 
plasma de pacientes con SCA tratados con este fármaco después del episodio agudo. 
5) Identificar las proteínas expresadas diferencialmente en los monocitos circulantes y 
el plasma de los pacientes con SCA. 
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6) Identificar las proteínas expresadas diferencialmente en los monocitos circulantes y 
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Si uno no puede explicar lo que ha estado 
haciendo, su trabajo carecerá de valor. 
Erwin Schrödinger 
 
1. Selección de pacientes y obtención de las muestras 
La selección de pacientes se realizó en la Fundación Hospital de Alcorcón, entre 
aquellos individuos admitidos en urgencias con síndrome coronario agudo (SCA) sin 
elevación del segmento ST en el electrocardiograma. Se tomaron como criterios de 
exclusión las enfermedades inflamatorias o tumorales, las alteraciones de la 
coagulación, otras cardiopatías significativas sin relación con la enfermedad coronaria o 
sus factores de riesgo (valvulopatías, afectaciones pericárdicas o miocardiopatías), 
exceptuando la hipertrofia secundaria del ventrículo izquierdo debida a hipertensión, 
tratamientos crónicos, excepto el de cardiopatía isquémica y sus factores de riesgo, 
angiogramas coronarios normales, fracciones de eyección menores de 0.45, haber sido 
sometido a cirugía o haber sufrido traumatismos mayores, eventos tromboembólicos o 
revascularizaciones en los seis meses previos. Fueron considerados posibles candidatos 
para entrar en el estudio aquellos pacientes con angina de grado III-IV (CCS) con 
descenso del segmento ST transitorio (>0.05mV) y/o inversión de la onda T (>0.02mV) 
de nueva aparición en el electrocardiograma (ECG) y/o troponina I positivo. 
Finalmente, cuarenta pacientes de entre 40 y 80 años de edad, que firmaron el 
correspondiente consentimiento informado, se incluyeron en el estudio. El cuarto día 
tras el ingreso, se les asignó un tratamiento de dos meses con Atorvastatina 80mg/d, o 
bien un tratamiento convencional, utilizando una tabla de números aleatorios (figura 
M_01). El tratamiento convencional podría incluir una estatina a la dosis asignada por 
el médico responsable. En todos los casos se realizó una angiografía coronaria y se 
recogieron muestras de sangre a diferentes tiempos (en el momento del ingreso en 
urgencias, a los 4 días, 2 meses y 6 meses después del episodio agudo) (figura M_01). 












Figura M_01: Representación del proceso de obtención de muestras. Cuarenta pacientes fueron incluidos 
en el estudio y, el cuarto día tras el ingreso, se les asignó de forma aleatoria un tratamiento convencional 
o un tratamiento de dos meses con Atorvastatina 80mg/d. Tras los dos primeros meses todos los pacientes 
volvieron a recibir el mismo tratamiento. Se obtuvieron muestras de sangre de los pacientes incluidos en 
el estudio a diferentes tiempos (en el momento del ingreso en urgencias, a los 4 días, 2 meses y 6 meses 
después del episodio agudo). Además, se incluyeron en el estudio como grupos control 20 voluntarios 
sanos y 12 pacientes estables sin diferencias significativas en cuanto a edad y sexo respecto al grupo de 
pacientes con SCA. 
 
La tabla TM_01 resume las características de los pacientes incluidos en el estudio. 
Además, se incluyeron en el estudio como grupos control 20 voluntarios sanos y 12 
pacientes estables, que habían sufrido un síndrome coronario agudo con anterioridad (al 
menos un año antes de su incorporación al estudio, tiempo durante el cual no debían 
haber sufrido ningún otro evento coronario), y que llevaban vida normal con su 
tratamiento habitual. Tanto los voluntarios sanos como los pacientes estables 
presentaban una distribución de sexo y edad sin diferencias significativas respecto al 
grupo de pacientes con SCA. El estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la 
Declaración de Helsinki y cuenta con la aprobación del comité Ético de la Fundación 
Jiménez Díaz y de la Fundación Hospital de Alcorcón. Se recogieron 28 ml de sangre 
por extracción de cada paciente y voluntario sano en tubos estériles con EDTA 
(Venoject, Terumo Europe), que fueron centrifugados a 750g (GS-6R, Beckman 
Coulter) durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtener el plasma, que se 
guardó en alícuotas a -80ºC hasta su uso. 
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Media de edad                      60.0 años (50.3-68.5)  
Sexo (hombre / mujer)                     67%/33% 
  
Fumadores actuales                        39% 
Hipertensión 44% 
Diabetes 22% 
Hiperlipidemia                          77% 
Obesidad / Sobrepeso                  28%/33% 
Historial familiar de EC temprana     28% 
Colesterol total 215 (194-225) 
LDL 142 (127-158) 
HDL 39 (34-44) 
Triglicéridos 159 (129-202) 
Índice de masa corporal 28.4 (25.3-32.86) 
  
SCA previos 11% 
Estatinas       6% 
Terapia antitrombótica             6% 
 
 
Tabla TM_01: Características basales de los pacientes con SCA. Los datos cuantitativos se expresan 
como medianas (rango intercuartil). El tratamiento con estatinas y terapia antitrombótica se refieren a los 
tratamientos recibidos por los pacientes anteriormente al evento actual. SCA: Síndrome Coronario 
Agudo; EC: Enfermedad Coronaria. 
 
Por su parte, el precipitado celular se utilizó para obtener las células 
mononulcleares de sangre periférica (“peripheral blood mononuclear cells”, PBMC) a 
partir de las cuales se aislaron los monocitos según se describe a continuación. 
2. Aislamiento de monocitos 
El precipitado celular se resuspende en un volumen equivalente de tampón FACS 
FLOW (Becton Dickinson) y la mezcla se deposita sobre 10 ml de Ficoll para realizar 




Figura M_02: Diagrama 
ilustrativo del método de 
aislamiento de monocitos 
empleado para el análisis 
mediante 2-DE, que evita 
la contaminación con 
otras células sanguíneas 
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Así, las células rojas y las células polimorfonucleares de la sangre, que son más 
densas, se depositan en el fondo del tubo, mientras que las células mononucleares de 
sangre periférica (fundamentalmente linfocitos y monocitos) se depositan sobre el Ficoll 
formando una banda en la interfase.Las células mononucleares extraídas de la interfase 
se lavan tres veces con tampón FACS FLOW y finalmente con tampón fosfato salino 
(PBS: 137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4 y 1.75mM KH2PO4, pH 7.2), 
resuspendiendo en un volumen final de 80µl, a los que se añaden 20µl de anticuerpo 
monoclonal anti-CD14 acoplado a microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec). La 
mezcla se incuba durante 15 min. a 4ºC en el mismo tampón y, a continuación, se hace 
pasar a través de un sistema de separación de células magnético (“autoMACS”, 
Miltenyi Biotec). De este modo, las células CD14+ (monocitos) marcadas 
magnéticamente son retenidas en la columna mientras que el resto de células salen 
directamente. Finalmente, las células CD14+ magnéticamente retenidas se obtienen 
aisladas como fracción positiva retirando el campo magnético y usando de nuevo PBS 
como tampón de elución (figura M_02). La eficacia del aislamiento magnético se evalúa 
mediante citometría de flujo [21, 67]. 
3. Depleción de las proteínas mayoritarias del plasma 
Para realizar la depleción de las proteínas mayoritarias del plasma, utilizamos el 
sistema “Multiple Affinity Removal System” (Agilent Technologies). Este sistema está 
basado en una columna de afinidad (Multiple Affinity Removal Column 4,6mm x 
50mm, Agilent Technologies) capaz de retener las seis proteínas más abundantes del 
plasma (albúmina, IgG, IgA, haptoglobina, transferrina y antitripsina), ya que contiene 
una serie de anticuerpos policlonales con especificidad para estas proteínas en 
cantidades proporcionales a la concentración de dichas proteínas en el plasma. Dos 
tampones comerciales (“Tampón A” y “Tampón B”), optimizados para asegurar la 
reproducibilidad y prolongar la vida de la columna, completan el sistema. 
Para evitar la saturación de la columna, 15-20 µl de plasma humano se diluyen 1:5 
en “Tampón A” (Agilent Technlogies) y el plasma diluido se filtra por centrifugación 
(con filtros de acetato de celulosa de 0,22 µm), para eliminar partículas que pudiesen 
obstruir la columna o los capilares del sistema cromatográfico. A continuación, la 
muestra se inyecta en un sistema cromatográfico de alta resolución (ÄKTApurifier, GE 
Healthcare) acoplado a la columna de afinidad múltiple mencionada. Se emplean como 
fases móviles el “Tampón A” (Agilent Technologies), un tampón fosfato de pH neutro 
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que utilizamos para cargar la muestra, lavar y equilibrar la columna; y el “Tampón B” 
(Agilent Technologies) con urea y a pH ácido, para facilitar la liberación de las 
proteínas retenidas en la columna. Los pasos cromatográficos se llevan a cabo según las 
indicaciones de la casa comercial. Resumidamente, se cargan 100 µl de la muestra 
diluida y filtrada con Tampón A, aplicando un flujo de 0,25 ml/min, durante 9 min. La 
fracción no retenida, que habitualmente eluye entre los minutos 1,5 y 4,5 se recoge y 
almacena. Después se eluye la fracción retenida (que también se recoge y almacena) con 
un flujo de Tampón B de 1 ml/min durante 3,5 min. Seguidamente se regenera la 
columna, equilibrándola de nuevo con Tampón A durante 7,5 min., completando un 
ciclo total de 20 min. (figura M_03). Durante todo el proceso es necesario controlar que 
la presión del sistema no supera el límite de la columna (120 bar). 
Figura M_03: Esquema representativo del procedimiento de separación específico de las proteínas 
mayoritarias del plasma con el sistema “Multiple Affinity Removal System” (Agilent Technologies). La 
muestra diluida se filtra por centrifugación antes de ser inyectada en un sistema FPLC (ÄKTApurifier, 
Amersham Biosciences) acoplado a la columna de afinidad múltiple. La muestra entra en la columna con 
un flujo lento de “Tampón A” (que favorece las interacciones de las proteínas con los anticuerpos), donde 
las proteínas mayoritarias (H) quedan retenidas mientras que las minoritarias (L) eluyen en el primer pico 
cromatográfico. A continuación las proteínas retenidas (H) son liberadas con un flujo de “Tampón B”, 
constituyendo el segundo pico cromatográfico. 
 
Tras cinco ciclos cromatográficos (que equivalen a 100 µl de plasma) para cada 
muestra, las fracciones retenidas y las no retenidas que se han recogido por separado se 
pasan a tubos concentradores independientes (Vivaspin 5kDa cut-off spin concentrators, 
Vivascience AG), que son centrifugados seguidamente a 2500-3000g en un rotor 
basculante (GS-6R Centrifuge, Beckman Coulter) durante 30 min. A continuación se 
deben eliminar los restos de “Tampón A”, pasando las muestras concentradas a un 
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tampón con bicarbonato amónico 25 mM, benzamidina 0.5mM y EDTA 0.5mM, para lo 
cual se realizan 3 lavados en los mismos tubos concentradores. Dichos lavados 
consisten en añadir 3-4 ml del tampón y concentrar de nuevo por centrifugación hasta 
unos 0,5 ml cada vez. Finalmente, se recogen las muestras concentradas y equilibradas 
en el tampón bicarbonato, se cuantifican por el método de Bradford [202] y se guardan 
alícuotas de 250 µg de proteína en tubos de 1,5 ml a -80ºC para ser posteriormente 
liofilizadas durante 15-18h. 
4. Electroforesis bidimensional 
4.1. 1ª dimensión: Isoelectroenfoque. 
4.1.1. Monocitos 
Se solubilizan las células (107) en 200µl de tampón de lisis (urea 7M, tiourea 2M, 
4% p/v CHAPS, 1% p/v ditiotreitol (DTT) y 2% v/v anfolitos) y los extractos 
resultantes se guardan congelados a -80ºC hasta su uso. Llegado ese momento, las 
muestras son sonicadas durante 1 min. a temperatura ambiente, calentadas a 80ºC 
durante 5 min. y finalmente incubadas a temperatura ambiente durante 30 min. A 
continuación se añaden 20µl de Benzonasa (Novagen) para eliminar los ácidos 
nucleicos y se incuba de nuevo durante 50 min. a temperatura ambiente, tras lo cual se 
realiza una precipitación con 5 volúmenes de acetona fría durante 15 min., seguida de 
una centrifugación a 1500g durante 5 min. Finalmente, las muestras son cuantificadas 
mediante el método de Bradford [202]. 
Las muestras proteicas (200-250µg) se diluyen en 350 µl un tampón de 
rehidratación compuesto de urea 8 M, 0.5% p/v CHAPS, 10mM DTT y 0.2% v/v 
anfolitos (“Pharmalyte” pH 4-7) y trazas de azul de bromofenol. Con esta mezcla, se 
rehidratan activamente las tiras IPG de 17cm (Ready Strip IPG Strips, Bio Rad) de pH 
4-7, a 30 V durante 12 h y a 20ºC, en una unidad “Protean IEF Cell” (BioRad) [67]. El 
isoelectroenfoque se desarrolla a continuación en el mismo aparato y a la misma 
temperatura, según el siguiente programa: 1 h a 500 V, 1 h a 1000 V, 30 min. a 8000 V 
(en gradiente), hasta 50000 V/h totales (figura M_04A). 




Figura M_04: Resumen del protocolo de electroforesis bidimensional convencional (2-DE) utilizado. (A) 
1ª Dimensión: Isoelectroenfoque. (B) Equilibrado. (C) 2ª Dimensión: SDS-PAGE. (D) Tinción con plata 
y captura de imágenes. 
 
4.1.2. Plasma 
Las muestras liofilizadas (250 µg) se resuspenden en un tampón de rehidratación 
compuesto de urea 9 M, 4% p/v CHAPS, Tris base 10 mM, 1,2% v/v agente reductor 
(“DeStreak Reagent” GE Healthcare), 1% v/v anfolitos (“IPG buffer” pH 3-10 no lineal 
(NL) ó 4-7, GE Healthcare) y trazas de azul de bromofenol. El volumen de tampón 
utilizado en cada caso depende del tamaño de la tira gradiente de pH inmovilizado 
(IPG) que se quiera utilizar. Así, para rehidratar tiras de 18 cm las muestras se 
resuspenden en un volumen final de 350µl, mientras que se emplean 450µl del tampón 
de rehidratación para las tiras de 24 cm. Con esta mezcla se rehidratan las 
correspondientes tiras IPG (Immobiline Dry Strip, GE Healthcare), de intervalo de pH 
3-10 NL y/o 4-7 lineal, durante la noche en una bandeja de rehidratación (Immobiline 
DryStrip Reswelling Tray, GE Healthcare). Tras la rehidratación pasiva, se elimina el 
exceso de líquido dejándolo escurrir sobre un papel de filtro y a continuación se colocan 
las tiras en bandejas especiales de cerámica (Ettan IPGphor ceramic strip holders, GE 
Healthcare) que, a su vez, se sitúan en una unidad “IPGphor” (GE Healthcare) donde se 
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lleva a cabo el isoelectroenfoque a 20ºC, según el siguiente programa: 30 min. a 300 V, 
3 h a 3500 V (en gradiente), 3 h a 3500 V, 1,5 h a 6000 V (en gradiente), hasta 100000 
V/h totales (figura M_04A). 
4.2. Equilibrado. 
Tras el isoelectroenfoque y previo a la separación de las proteínas mediante SDS-
PAGE, las tiras IPG deben ser equilibradas en un tampón adecuado para dicho 
procedimiento (Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, urea 6 M, 30% v/v glicerol, 2% p/v SDS y 
trazas de azul de bromofenol) [155]. El equilibrado se realiza en dos pasos (figura 
M_04B), empleando en cada uno 5 ml de solución de equilibrado por tira; en el primero 
de ellos se añade al tampón de equilibrado descrito anteriormente un 1% p/v de DTT, 
para mantener el estado reducido de las proteínas desnaturalizadas. Las tiras se 
mantienen en esta solución durante 20 min. en agitación y a temperatura ambiente. 
Seguidamente se elimina el tampón, lavando las tiras con abundante agua bidestilada. A 
continuación, se realiza el segundo paso, en el que se añade un 2,5% p/v de 
iodoacetamida al tampón de equilibrado para evitar una posible reoxidación de las 
mismas. Se repite la incubación de 20 min. en agitación con esta otra solución y, tras el 
lavado con agua bidestilada, las tiras quedan listas para usar en la segunda dimensión. 
4.3. 2ª dimensión: Electroforesis en geles de poliacrilamida 
en presencia de SDS (SDS-PAGE). 
La segunda dimensión se realiza según Laemmli [149] con algunas 
modificaciones (figura M_04C). En el caso de los monocitos, se utilizó el sistema 
ProteanII XL (Bio Rad), preparando geles discontinuos de acrilamida en presencia de 
SDS (SDS-PAGE) de 18 x 20 cm, al 12.5% de acrilamida. Para el plasma, se usó el 
sistema de electroforesis “Ettan DALTsix” (GE Healthcare), empleando también geles 
discontinuos en gradiente de acrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) de 24 x 20 
cm. En este caso se utilizó piperazina diacrilamida (PDA) como agente de 
“entrecruzamiento” (“crosslinker”) en lugar de bisacrilamida, ya que este compuesto 
genera menor “ruido de fondo” al teñir con plata. Para elaborar los geles en gradiente 
10-16% de acrilamida, se preparan dos soluciones (una “ligera”, al 10% y otra “pesada” 
al 16%) a partir de una disolución concentrada de acrilamida al 30% (p/v) y PDA al 
0.8% (p/v). A cada solución se le añade Tris-HCl 1.5 M pH 8,8, SDS 10% (p/v) y agua 
bidestilada para obtener la concentración de acrilamida deseada en cada caso. Se añaden 
también APS y TEMED como catalizadores de la reacción de polimerización. Las 
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soluciones se transfieren a un sistema formador de gradientes conectado a la cámara de 
polimerización del sistema Ettan DALTsix (DALTsix Gel Caster, GE Healthcare), 
donde, para aumentar reproducibilidad, se polimerizan 6 geles a la vez (figura M_05). 
Una vez preparados los geles, cada tira IPG se coloca sobre la superficie de un gel, 
evitando que queden burbujas atrapadas entre la tira y la superficie del gel, o entre el gel 
y el cristal base. Para fijar ambos geles y evitar pérdidas de proteínas cuando éstas 
migran de un gel a otro, se añade una solución de agarosa 0,5% (p/v). La electroforesis 
tiene lugar a 25ºC, aplicando en primer lugar 5W/gel durante 30 min., seguido de 18 
W/gel durante 5-6 h. 
 
 
Figura M_05: (A) Representación esquemática 
del método utilizado para la preparación de los 
geles de poliacrilamida en gradiente. Antes de 
comenzar a llenar la cámara de polimerización, 
las soluciones ligera (10%) y pesada (16%) se 
transfieren a un sistema formador de gradientes. 
Si la cámara se llena de arriba a abajo (como en 
el esquema), la solución pesada debe colocarse en 
el vaso “A” del sistema formador de gradientes, 
(con el agitador magnético en funcionamiento y 
cerrada la válvula que comunica las cámaras) y la 
solución ligera en el vaso “B”. Si la cámara se 
llena de abajo a arriba (como ocurre con el 
sistema Ettan DALTsix Gel Caster), las 
soluciones se colocan a la inversa (la ligera en el 
vaso “A” y la pesada en el “B”). Una vez 
preparado todo el sistema, se abre la válvula y se 
transfiere la acrilamida a la cámara de 
polimerización con la ayuda de una bomba 
peristáltica. (B) Imagen de los componentes del 
sistema Ettan DALTsix (DALTsix Gel Caster y 
DALTsix Gradient Maker) utilizados para 
preparar todos los geles en gradiente. 
 
5. Tinción con plata y captura de las imágenes 
Para visualizar las proteínas tras la segunda dimensión, los geles son teñidos con 
un kit comercial de tinción con plata, basado en el método de Heukeshoven y Dernick 
[203] (Silver Staining Kit, GE Healthcare). Durante cada etapa del protocolo de tinción 
los geles permanecen sumergidos en 250 ml de la correspondiente solución, en 
recipientes de tamaño adecuado, que se mantienen en agitación a lo largo de todo el 
proceso sobre un agitador orbital. 
Al finalizar la electroforesis, los geles se sumergen en solución de fijación (30% 
v/v etanol y 5% v/v ácido acético) y se incuban a temperatura ambiente durante toda la 
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noche. A continuación se realizan 3 lavados de 5 min. cada uno con agua bidestilada 
antes de aplicar la solución de sensibilización (30% v/v Etanol, 5% v/v tiosulfato sódico 
y 6.8% p/v acetato sódico) durante 30 min., tras lo cual se vuelven a realizar otros 3 
lavados con agua bidestilada, esta vez de 10 min. cada uno. Entonces los geles se 
incuban 20 min. con una solución de nitrato de plata 2.5% (v/v) y finalmente, tras dos 
pasos cortos de lavado (1 min/lavado) con agua bidestilada, se llevó a cabo el revelado, 
incubando los geles con una solución que contiene 2.5% (p/v) carbonato sódico y 37% 
(p/v) formaldehído (añadido justo antes de usar). Tras 10 min. la reacción de revelado se 
detiene incubando durante otros 10 min. con solución de parada (14.6 % p/v EDTA-
Na2). Los geles se conservan en agua bidestilada hasta la digitalización de las imágenes. 
Las imágenes de los geles son digitalizadas (figura M_04D) mediante un 
densitómetro (GS-800 Calibrated Densitometer, Bio-Rad) y exportadas en formato 
TIFF con una resolución de 300 ppp (puntos por pulgada), para importarlas a 
continuación al programa “PDQuest 2-D Analysis Software” (Bio-Rad), versión 8.0.1, 
con el que se realiza el procesamiento de las imágenes y el análisis bioinformático. Tras 
la digitalización, todos los geles empleados se almacenaron en bolsas de plástico con 
agua bidestilada a 4ºC. 
6. Tinción con Azul de Coomassie 
En determinados casos se empleó la tinción con azul de Coomassie que es más 
rápida y compatible con la espectrometría de masas, pero mucho menos sensible. Se 
emplearon dos protocolos de tinción diferentes, según el caso. 
6.1. Tinción “clásica”. 
Al terminar la electroforesis, los geles se sumergen en una solución 41 % v/v 
metanol, 7 % v/v ácido acético glacial y 0.016 % p/v Coomassie Brilliant Blue (R-250) 
y se incuban a temperatura ambiente y en agitación durante al menos 1h (habitualmente 
se deja toda la noche). A continuación, se incuban en las mismas condiciones en una 
solución de desteñido (26 % v/v metanol y 6 % v/v ácido acético) durante 1-2h. 
Finalmente, los geles se conservan en agua bidestilada. 
6.2. Tinción con Coomassie coloidal. 
Finalizada la electroforesis, se realiza un primer paso de fijación, incubando los 
geles en una solución 50 % v/v etanol y 2 % v/v ácido fosfórico en agitación durante al 
menos 3h (habitualmente se deja toda la noche) a temperatura ambiente. A continuación 
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se realizan 3 lavados con agua bidestilada de 10 min cada uno, tras los cuales se incuban 
los geles en una segunda solución 17% p/v sulfato amónico, 3% ácido fosfórico y 33% 
metanol en las mismas condiciones que los pasos anteriores durante 1h. Se añaden 
entonces a la solución anterior 330 mg de Coomassie Blue G-250 resuspendidos 
previamente en 5 ml de metanol y se deja incubar toda la noche. Finalmente, se realiza 
un paso de desteñido incubando los geles en agua hasta alcanzar el contraste adecuado. 
7. Electroforesis bidimensional diferencial (DIGE) 
7.1. Marcaje de las muestras. 
En este caso, antes de la preparación de la muestra para el isoelectroenfoque, es 
necesario marcar covalentemente las proteínas de las muestras de plasma deplecionado 
con el fluorocromo correspondiente. Para ello, se resuspenden las muestras liofilizadas 
en 50 µl de un tampón de marcaje a pH 8.5, compuesto por urea 7 M, tiourea 2M, 4% 
p/v CHAPS y Tris base 30 mM (quedando cada muestra a una concentración final de 5 
mg/ml). Para que la reacción de marcaje se produzca adecuadamente es necesario que el 
pH de las muestras se encuentre entre 8.0 y 9.0 por lo que, una vez resuspendidas en 
este tampón, es necesario comprobar que el pH de cada muestra continúa dentro de este 
rango, aplicando 2-3 µl de cada muestra sobre varillas indicadoras de pH Neutralit (pH 
5,0 - 10,0). Además, es necesario evitar la adición de aminas primarias como anfolitos o 
tioles (por ejemplo, DTT) antes de finalizar el proceso de marcaje, ya que disminuyen 
su rendimiento. Los fluorocromos, que se suministran como polvo sólido y deben haber 
sido previamente reconstituidos en dimetilformamida anhidra (Sigma-Aldrich), 
originando una solución madre a una concentración de 1mM, son diluidos (de nuevo en 
dimetilformamida) hasta la concentración de la solución de uso (400pmol/µl). Tras 
resuspender las muestras que se van a incluir en el experimento (figura M_06A), se 
preparan alícuotas de 50 µg (10 µl) de cada muestra, a las que se añaden 400 pmol (1 
µl) del fluorocromo correspondiente (Cy3 ó Cy5, según el diseño experimental). 
Además se debe preparar un control interno que incluya todas las muestras del 
experimento, para lo cual se ponen en un único tubo 10 µl (50 µg) de cada una de ellas 
y esta mezcla se marca con Cy2 (añadiendo 400 pmol del fluorocromo por cada 50 µg 
de muestra que se quieran marcar). Las muestras se incuban entonces en hielo durante 
30 min. en oscuridad, para permitir la reacción de marcaje. Dicha reacción se detiene 
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añadiendo 1 µl de lisina 10 mM por cada 50 µg de muestra e incubando de nuevo en 















Figura M_06: Resumen del protocolo de electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) utilizado. 
(A) Marcaje de las muestras. (B) Electroforesis bidimensional. (C) Captura de imágenes. 
7.2. Electroforesis bidimensional. 
Una vez que han sido marcadas, las tres muestras correspondientes a un mismo 
gel (según el diseño experimental) deben mezclarse en un único tubo antes de añadir el 
tampón de rehidratación anteriormente descrito para realizar el isoelectroenfoque 
(figura M_06B). Puesto que los fluorocromos utilizados son compuestos fotosensibles, 
los siguientes pasos se deben realizar según se indica en el apartado 4 (Electroforesis 
bidimensional), pero en oscuridad. 
7.3. Captura de imágenes. 
Las imágenes de los geles 2D-DIGE son digitalizadas empleando un escáner de 
fluorescencia (Typhoon 9400 Variable Mode Imager, GE Healthcare), obteniendo las 
imágenes emitidas por cada fluorocromo por separado (aplicando las longitudes de onda 
de excitación y emisión específicas de cada fluorocromo) con una resolución de 100 µm 
(figura M_06C). Las imágenes son entonces importadas a los diferentes módulos del 
programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare), versión 6.5, con 
el que se realiza el procesamiento y análisis estadístico de las imágenes. Tras la 
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digitalización los geles se tiñen con azul de Coomassie o con plata y se conservan en 
bolsas de plástico con agua bidestilada a 4ºC. 
8. Análisis de las imágenes 
8.1. Geles teñidos con plata. 
El análisis de los geles bidimensionales (o mapas proteicos) se realiza empleando 
el programa PDQuest 2-D Analysis Software (Bio-Rad) versión 6.2 en el caso de los 
monocitos y versión 8.0.1 en el caso del plasma (figura M_07). Las imágenes 
importadas a este programa se depuran y optimizan mediante un filtrado previo al 
análisis (empleando la opción “sal y pimienta” gausiana de 9 x 9). A continuación, se 
crea un archivo “experimento”, en el que el programa incluye todos los geles que se 
vayan a comparar para detectar a continuación las manchas proteicas existentes en cada 
gel y emparejarlas con las correspondientes manchas en el resto de los geles. Este 
proceso requiere una revisión manual pormenorizada y, en ocasiones, la edición y 
corrección de alguna de las manchas o de los emparejamientos detectados 
automáticamente. A continuación el programa densitometra las manchas proteicas, lo 
que permite obtener medidas del nivel de expresión de cada una de ellas. Para 
compensar las posibles variaciones entre geles debidas a diferencias en la eficacia de la 
tinción en los diversos niveles de concentración en cada gel, se aplica el método de 
normalización más sofisticado de que disponemos con PDQuest mediante la opción 
“Local Regression Model”. Este método calcula una curva en el diagrama de dispersión 
que minimiza la distancia a todos sus puntos y que sirve para calcular el factor de 
normalización para cada mancha. Por último, se establecen las “réplicas de grupo” 
(indicando al programa qué geles pertenecen a un mismo grupo de análisis) y se realiza 
un análisis cuantitativo y otro estadístico mediante una prueba t-Student, para comparar 
la expresión diferencial de las manchas entre los diferentes grupos. Solo se consideran 
significativas aquellas manchas con valores p <0.05 y con unos niveles de expresión 
alterados en ± 30%. 
Los datos obtenidos mediante PDQuest son exportados a una hoja de cálculo 
Excel, donde se les da el formato adecuado para volver a analizarlos mediante el 
programa SPSS v.13.0, que nos permite realizar la prueba de ANOVA, que nos permite 
comparar las medias de una misma variable en más de dos grupos, cuando existe 
normalidad en la distribución de los datos y homogeneidad en las varianzas muestrales. 
En primer lugar se realiza la prueba de Kolmogorov-Smirnov, que nos permite 
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comprobar la distribución Normal de las variables analizadas. A continuación se realiza 
la prueba de Levene, para comprobar la homogeneidad de las varianzas, y en aquellas 
variables en que se cumple esta premisa, se realiza la prueba de ANOVA, seguida de un 
análisis post-Hoc (prueba de Scheffé). En aquellos casos en que no se cumple la 
homogeneidad de varianzas, se realiza la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, 
seguida de la prueba de Dunn, mediante otro programa estadístico (GraphPAD Instat). 
Se consideran manchas diferencialmente expresadas aquellas que presentan un valor p 
<0.05. 
 
Figura M_07: Representación del proceso de análisis mediante el programa PDQuest 2-D Analysis 
Software v 8.0.1 (Bio-Rad). (A) Creación de un nuevo experimento. (B) Detección de manchas. (C) 
Visita general del experimento. (D) Emparejamiento de las manchas (las marcas verdes, rosas y azules 
equivalen a las marcas que el programa genera para señalar manchas equivalentes en todos los geles). (E) 
Ejemplos del resultado obtenido tras el análisis de expresión para cada mancha. 
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8.2. Geles 2D-DIGE. 
El análisis de las imágenes digitalizadas de los geles 2D-DIGE se realiza 
empleando el programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare), 
versión 6.5 (figura M_08). Se trata de una aplicación informática de análisis automático 
de imagen que consta de varios módulos (Image Loader, DIA (Differential In-gel 
Analysis), BVA (Biological Variation Analysis), EDA (Extended Data Analysis) y 
XML Toolbox), cada uno de los cuales desempeña una función en el análisis de las 
imágenes digitalizadas de los geles 2D-DIGE. Mediante el módulo “Image Loader”, se 
genera un proyecto en el que se incluyen las imágenes de los geles, haciéndolas 
accesibles al resto de los módulos. A continuación, todos los mapas proteicos de un 
mismo proyecto se analizan mediante el módulo “DIA (Differential In-gel Analysis)”, 
que detecta y cuantifica las manchas proteicas de las tres imágenes (Cy2, Cy3, Cy5) 
correspondientes a cada gel. El algoritmo que emplea este módulo para la detección de 
las manchas se basa en la co-detección de las tres señales fluorescentes (2 muestras y 1 
control interno) y permite diferenciar las señales de manchas verdaderas de los 
artefactos del gel. Por su parte, la cuantificación se basa en el cálculo de las relaciones 
entre las señales fluorescentes Cy3/Cy2 y Cy5/Cy2, lo que permite tener un valor de 
intensidad de fluorescencia normalizado para cada mancha. Una vez completada esta 
fase, los datos generados mediante DIA son importados al módulo “BVA (Biological 
Variation Analysis)”, que permite el emparejamiento de las manchas detectadas entre 
las imágenes de los diferentes geles del proyecto para obtener después datos estadísticos 
sobre los niveles de expresión de las manchas en los diferentes grupos de estudio. Se 
concluye que existe variación cuando los niveles de expresión están alterados en ± 30% 
y dicha variación se considera estadísticamente significativa cuando se encuentra dentro 
del intervalo de confianza del 95% (p< 0.05) determinado por la prueba t-Student. Por 
último, los datos contenidos en los archivos generados por BVA se analizan en el 
módulo “EDA (Extended Data Analysis)” que ofrece un análisis estadístico avanzado 
mediante diversos métodos de cálculo que se dividen en cuatro grupos principales: 
− Análisis de Expresión Diferencial (“Differential Expression analysis”) como el test 
T-Student y el Análisis de la varianza (ANOVA), que se usa no sólo para encontrar 
manchas que muestren cambios significativos en sus niveles de expresión, sino 
también para reducir el conjunto de datos, por ejemplo limitándolo a estas proteínas. 
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Figura M_08: Representación del proceso de análisis mediante el programa DeCyder Differential 
Analysis Software v. 6.5 (GE Healthcare). (A) Detección de manchas en el módulo DIA. (B) Definición 
del experimento (izquierda, “Spot Map Table”) y emparejamiento de las manchas (derecha, “Match 
Table”) en el módulo BVA. (C) Ejemplos del resultado obtenido tras el análisis de expresión para cada 
mancha en el módulo BVA. (D) Ventana de creación de experimento (izquierda) y ventana de cálculos 
(derecha) en el módulo EDA. 
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− Análisis de Componentes Principales (“Principal Component analysis”), que nos da 
una perspectiva general de los datos obtenidos y puede usarse para encontrar valores 
extremos o atípicos dentro de los mismos. 
− Análisis de Patrones de Expresión (“Pattern analysis”), que permite encontrar 
patrones en las variaciones de expresión y perfiles de expresión diferencial 
− Análisis Discriminante (“Discriminant analysis”), que busca las manchas proteicas 
que permiten discriminar entre los diferentes grupos de estudio (para encontrar 
candidatos a biomarcadores) y también puede crear “clasificadores” capaces de 
asignar una muestra a un grupo determinado en función de los perfiles de expresión. 
En nuestro caso realizamos el Análisis de Expresión Diferencial para poder 
trabajar con un conjunto de datos reducido que incluyese sólo aquellas manchas con un 
valor p <0.05 en la prueba de ANOVA y con unos niveles de expresión alterados en ± 
30% (es decir, las manchas que consideramos diferencialmente expresadas). Con ese 
conjunto de datos se realiza el Análisis de Componentes Principales y a continuación 
tres tipos de Análisis de Patrones (clasificación jerárquica, clasificación de k-medias y 
clasificación mediante mapas auto-organizativos). 
8.2.1. Análisis de Componentes Principales (ACP) 
El Análisis de Componentes Principales (ACP) es un método estadístico cuyo 
objetivo es la simplificación y reducción de la dimensionalidad de un conjunto de datos 
con numerosas variables, de tal manera que los datos transformados mantengan las 
características básicas de los datos iniciales sólo con una pequeña pérdida de 
información [204]. En otras palabras, se trata de encontrar una serie de componentes 
capaces de explicar la mayor parte de la varianza total de las variables originales. De 
esta forma se obtiene una imagen simplificada del conjunto de datos inicial, que sigue 
describiéndolos en su mayor parte, pero que resulta mucho más sencilla a la hora de 
interpretarlos. 
Para realizar el ACP partimos de una matriz de datos (X) con N filas 
(observaciones) y K columnas (variables). Esta matriz se representa en un espacio con 
tantas dimensiones como variables (K dimensiones), en donde cada variable 
representaría un eje de coordenadas. Cada observación se representaría como un punto 
en ese espacio multidimensional, formando una nube de puntos. Sobre este espacio, el 
ACP define nuevas variables que recogen la mayor parte de la información (que 
identificamos con la varianza) contenida en las variables originales. Cada nueva 
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variable sería un nuevo eje de coordenadas en el cual el valor de cada observación sería 
la proyección del punto sobre dicho eje [205]. El ACP buscará los ejes más adecuados, 
que serán aquellos sobre los que se proyecte una mayor cantidad de varianza. Estos ejes 
(que llamaremos componentes principales) serán una combinación lineal de las 
variables originales y deben ser independientes entre sí. El valor de la proyección de 
cada observación en el nuevo eje de coordenadas se conoce como “puntuación” (score). 
Normalmente, un único componente principal es insuficiente para representar un 
conjunto grande de datos, por lo que suelen calcularse dos o más. El primero de ellos es 
el que recogerá la mayor parte de la información (varianza), el segundo recogerá la 
segunda mayor parte y así sucesivamente. La representación de las proyecciones de las 
observaciones en los nuevos ejes de coordenadas (componentes principales) se conoce 
como “gráfico de puntuación” (score plot). Pero el ACP no sólo nos aporta información 
sobre las observaciones, sino también sobre las variables. Los “valores de contribución” 
(loadings) proporcionan una perspectiva de la influencia de las variables originales en 
los componentes principales. Estos valores se representan en el “gráfico de 
contribución” (loading plot), que nos indica qué variables están correlacionadas, cuáles 
son influyentes y cuáles son responsables de los patrones detectados en las 
observaciones. De este modo, cuando la correlación es directa, las variables se agrupan 
en la misma región del “gráfico de contribución” y cuando están inversamente 
correlacionadas se sitúan en cuadrantes opuestos. La distancia con el origen del gráfico 
también influye (cuanto más alejada respecto del origen, más impacto tiene la variable 
sobre el modelo). Es necesario tener en cuenta que este tipo de análisis es 
extremadamente sensible a la presencia de “valores extremos o atípicos” (conocidos 
como “valores fuera de control” o “outliers”), observaciones extremas que no encajan 
en el modelo de componentes principales calculado. Se trata de casos complicados, ya 
que pueden alterar los resultados del ACP, pero también pueden ser muy interesantes si 
lo que se está buscando son datos marcadamente diferentes. Los valores extremos o 
atípicos son fáciles de detectar, ya que el “gráfico de puntuación” muestra una elipse 
que representa un intervalo de confianza del 95% para las observaciones que se ajustan 
a la normalidad multivariante. Podemos aceptar que las observaciones que aparecen 
fuera de la elipse no se ajustan a la distribución normal y serán consideradas “valores 
extremos o atípicos”. 
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Figura M_09: Ejemplo de un 
Análisis de Componentes 
Principales (ACP) realizado 
mediante el módulo EDA del 
programa DeCyder. (A) 
Resultados del ACP 
calculados tomando como 
variables los mapas 
proteicos. En el “gráfico de 
puntuación” (score plot, a la 
izquierda) se muestran las 
manchas proteicas y en el 
“gráfico de contribución” 
(loading plot, a la derecha) 
aparecen representadas los 
mapas proteicos. (B) 
Resultados del ACP 
calculados tomando como 
variables las manchas 
proteicas. En el “gráfico de 
puntuación” (score plot, a la 
izquierda) se muestran los 
mapas proteicos y en el 
“gráfico de contribución” 
(loading plot, a la derecha) 
aparecen representadas las 
manchas proteicas. 
 
En el módulo EDA de DeCyder, podemos seleccionar el número de componentes 
principales que queremos calcular. Además, podemos tomar como variables los 
patrones bidimensionales (o mapas proteicos de las muestras) y como observaciones las 
manchas proteicas, o a la inversa (las manchas proteicas como variables y las muestras 
como observaciones). Los resultados en ambos casos (figura M_09) se muestran en el 
“gráfico de puntuación” (score plot) y el “gráfico de contribución” (loading plot). Si 
tomamos como variables las muestras (figura M_09A), lo que pretendemos es reducir 
su complejidad para obtener una visión más simple de las manchas proteicas (que 
aparecerán representadas en el “gráfico de puntuación”). En este caso, los valores 
extremos o atípicos pueden ser manchas proteicas que estén mal emparejadas (lo que no 
es posible en nuestro caso, ya que todas las manchas que mostraron diferencias 
significativas habían sido revisadas una a una previamente), o bien manchas con una 
expresión diferencial muy marcada (que, por el contrario, serían muy interesantes). En 
cambio, si tomamos las manchas proteicas como variables (figura M_09B), lo que 
pretendemos es reducir su complejidad para conseguir una visión más simple de las 
muestras (que aparecerán representadas en el “gráfico de puntuación”). En este análisis, 
aquellas que presenten perfiles de expresión similares y, por tanto, las pertenecientes a 
un mismo grupo experimental, deberían aparecer próximas en el “gráfico de 
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puntuación”. Cuando esto no ocurre indica que existe algún problema con la muestra en 
cuestión, especialmente cuando aparece representada fuera de la elipse que delimita el 
intervalo de normalidad. Por ello, este análisis se usa principalmente para encontrar 
estos valores extremos o atípicos en las muestras y excluirlos del estudio. 
8.2.2. Análisis de Patrones 
El análisis de patrones, también llamado análisis de grupos (o análisis de 
“cluster”) es una clasificación no supervisada que se basa en varias técnicas estadísticas 
multivariantes [205-207]. Se dice que un método de clasificación es “no supervisado” 
cuando se desconoce el número de clases en que es razonable dividir las observaciones, 
así como a qué clase pertenece cada observación. Su finalidad, por tanto, es dividir un 
conjunto de observaciones o datos en grupos, de forma que los perfiles de los objetos en 
un mismo grupo sean muy similares entre sí y distintos de los perfiles de los objetos de 
grupos diferentes. Se trata pues de un proceso para agrupar objetos similares, para lo 
cual es necesario definir la similitud. Existen varios métodos matemáticos para estimar 
la similitud, dos de los cuales se incluyen en el análisis de patrones con el módulo EDA 
de DeCyder: la distancia Euclídea, que da más importancia a las medidas (en valores 
absolutos) de las variables y el coeficiente de Pearson, en el que tiene más valor la 
tendencia que las medidas de las variables. 
Análisis de grupos jerárquico (clasificación jerárquica). Se denomina método 
jerárquico porque crea una jerarquía entre las clases que se construyen a partir de las 
observaciones. De este modo, dado un conjunto de datos inicial donde cada elemento es 
una clase, se genera un árbol jerárquico (o dendrograma) agrupando en cada etapa las 
dos clases ubicadas a mínima distancia. El programa nos permite realizar 
simultáneamente la ordenación jerárquica de las muestras y de las manchas proteicas, de 
modo que obtenemos los resultados en forma de dos dendrogramas que delimitan un 
espacio bidimensional en el que se representa un diagrama de calor semejante a los 
empleados en el análisis de expresión génica mediante chips de ADN (figura M_10). Se 
trata de un sistema de coordenadas que representa las manchas proteicas en el eje 
vertical y las muestras en el eje horizontal, de modo que cada coordenada del diagrama 
muestra mediante una escala de colores el nivel de expresión de una mancha proteica en 
una muestra concreta. La escala de colores que va del verde (expresión disminuida) al 
negro (sin cambios de expresión) y al rojo (expresión aumentada), se representa en la 
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esquina inferior izquierda de cada diagrama (el color gris aparece cuando una mancha 
está ausente en una muestra). 
Figura M_10: Ejemplo de 
un diagramas de calor 
obtenido tras la 
clasificación jerárquica de 
los datos mediante el 
módulo EDA del programa 
DeCyder. El dendrograma 
horizontal muestra la 
clasificación de las 
muestras, mientras que el 
dendrograma vertical 





• Análisis de grupos de k-medias (clasificación de k-medias). Es una herramienta 
diseñada para asignar los objetos a un número predeterminado de grupos (clusters o 
categorías), “K”, cuyas características no se conocen aún pero que se basan en un 
conjunto de variables especificadas, de modo que cada objeto pertenezca a una 
única categoría (figura M_11). El número predeterminado de grupos o categorías 
“K” puede ser un valor que le indiquemos al programa (si tenemos alguna noción 
del número de categorías en que deberían agruparse datos), aunque DeCyder tiene 
una opción que le permite estimar el número óptimo de grupos a calcular. El 
objetivo de este algoritmo es poner cada objeto en una categoría dependiendo de la 
similitud, que para este tipo de análisis en DeCyder siempre se mide mediante la 
distancia Euclídea. La calidad de los grupos encontrados se estima mediante el valor 
“q”, que varía del 1 al 100 (siendo 100 la mejor puntuación posible). 
 
Figura M_11: Ejemplo de 
la representación de los 
resultados obtenidos tras 
la clasificación de los 
datos mediante el 
algoritmo de k-medias o 
los mapas auto-
organizativos con el 
módulo EDA del 
programa DeCyder. 
 
• Mapas auto-organizativos (“Self Organizing Maps”, SOM), que se basan en la 
técnica bioinformática de redes neuronales. Se trata de un método similar a K-
medias (figura M_11), pero con la ventaja de que organiza los grupos en un mapa de 
dos dimensiones, donde los grupos vecinos muestran patrones de expresión 
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similares, ya que se encuentran próximos en la “capa de neuronas” y, por tanto, se 
comportan de forma semejante. Los resultados en EDA se muestran en el mismo 
esquema topológico que emplea el algoritmo, que en nuestro caso contenía 9 
categorías, ya que los parámetros iniciales se ajustaron de modo que el programa 
emplease una red de 3x3 neuronas (el número de categorías se define como el 
número de neuronas en cada una de las dos dimensiones de la red neuronal). La 
calidad de los grupos se estima mediante el mismo parámetro que la clasificación de 
k-medias (valor “q”). En el caso de los mapas auto-organizativos, al igual que en la 
clasificación jerárquica, podemos realizar el análisis calculando la similitud según la 
distancia Euclídea y/o mediante el coeficiente de Pearson. 
DeCyder dispone además del módulo “XML Toolbox”, con el que exportamos los 
datos generados en DIA y BVA a formatos adecuados para acceder a ellos mediante 
otras aplicaciones, generando archivos de texto o html. 
9. Identificación de proteínas mediante Espectrometría de 
Masas 
9.1. Preparación de las muestras: Digestión tríptica “en 
gel”. 
Las manchas proteicas son escindidas manualmente del gel bidimensional y 
desteñidas en primer lugar, incubándolas en una solución de desteñido (ferrocianuro 
potásico 30 mM, tiosulfato sódico 100 mM), tras lo cual se lavan con agua bidestilada. 
A continuación se sumergen en acetonitrilo durante 5 min. y se repite tres veces, hasta 
conseguir la deshidratación y blanqueado total de los fragmentos de gel, que se lavan 
entonces con bicarbonato amónico 25 mM durante 5 min. Sin retirar el sobrenadante, se 
añade el mismo volumen de acetonitrilo y se secan mediante centrifugación a vacío en 
"speed vac". Posteriormente, las manchas proteicas desteñidas son digeridas empleando 
el protocolo de digestión de Schevchenko et al. [208] con ligeras variaciones: las 
proteínas contenidas en los fragmentos de gel son reducidas y alquiladas incubando con 
DTT 10 mM en bicarbonato 50 mM durante 30 min., seguido de iodoacetamida 55 mM 
en bicarbonato amónico 50 mM durante otros 30 min. Transcurrido ese tiempo, se lavan 
con bicarbonato amónico 50 mM y acetonitrilo, secándolos de nuevo a vacío en 
centrífuga "speed-vac". Los fragmentos de gel se rehidratan en 15µl de una solución de 
tripsina porcina modificada a una concentración de 12.5 ng/µl en bicarbonato amónico 
50 mM, durante a 30 min. a 4°C. Se retira entonces el sobrenadante y se cubren los 
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fragmentos con bicarbonato amónico 50 mM, dejando transcurrir la digestión durante 
un mínimo de 6 h a 37ºC. Por último, se centrifuga la muestra, se elimina el 
sobrenadante y se añade una solución de acetonitrilo al 50% (v/v) y ácido 
trifluoroacético (TFA) al 0.5% (v/v), que se sonica durante 10 min. para extraer los 
péptidos del gel. El sobrenadante obtenido finalmente, que contiene los péptidos 
trípticos, se recoge y se analiza directamente en un espectrómetro de masas. 
9.2. Análisis de las muestras mediante Espectrometría de 
Masas (MS). 
La mayor parte de las manchas proteicas de interés se identificaron empleando 
dos espectrómetros de masas diferentes: MALDI Ultraflex de Bruker-Daltonics y 4700 
Proteomics Analyzer de Applied Biosystems, en dos Servicios diferentes (Unidad de 
Proteómica del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares – CNIC y Unidad 
de Proteómica de la Universidad Complutense / Parque Científico de Madrid – 
UCM/PCM), mediante análisis con MALDI-TOF por huella peptídica (PMF), o bien 
MALDI-TOF/TOF, por secuenciación peptídica. 
9.2.1. Identificación de proteínas (MALDI Ultraflex).  
Se mezcla una alícuota (0.5µl) del digerido tríptico descrito más arriba con una 
alícuota (0.5µl) de matriz (ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 5 mg/mL en acetonitrilo 
acuoso al 33% (v/v) y 0,25% (v/v) de ácido trifluoroacético). La mezcla (1µl) se 
deposita en un portamuestras MALDI pretratado AnchorChip (Bruker-Daltonics) de 
600 µm (que concentra la muestra en una superficie hidrofílica muy pequeña -600 µm- 
rodeada de una superficie hidrofóbica) y se deja cristalizar a temperatura ambiente. Los 
datos de MALDI-MS y MALDI-MS/MS se obtienen de forma automática en un 
espectrómetro de masas (EM) MALDI Ultraflex (Bruker-Daltonics) equipado con un 
dispositivo LIFT-MS/MS [209]. Los espectros de masas se miden en modo reflector 
positivo (analizándose iones cargados positivamente), a una frecuencia de láser de 
nitrógeno (337 nm) de 50 Hz, con un voltaje de aceleración iónica de 25 kV, un tiempo 
de retardo 140 ns y se acumulan entre 100 y 1000 espectros individuales. Para el 
análisis de iones fragmento en modo tiempo de vuelo en tándem (TOF/TOF), los 
precursores son acelerados a 8 kV y seleccionados mediante una compuerta iónica 
temporal. Los iones fragmento generados mediante descomposición inducida por láser 
del precursor son de nuevo acelerados a 19 kV en la cámara LIFT y analizados en el 
reflector de iones. El análisis automático de los datos de masas se lleva a cabo con el 
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software flexAnalysis (Bruker-Daltonics). Para obtener una mayor exactitud, los 
espectros MALDI-TOF se calibran internamente empleando como referencia señales de 
masa de dos iones provenientes de la autolisis de la tripsina con m/z = 842,510 y m/z = 
2211,105, lo que garantiza un error menor a 30 ppm en la masas peptídicas detectadas. 
La calibración para las medidas MALDI-MS/MS se realiza con los espectros de los 
iones fragmento de las señales protonadas de una mezcla de péptidos que cubre el 
intervalo m/z = 800-3200. Los datos de MALDI-MS y MS/MS se combinan mediante el 
programa BioTools (Bruker-Daltonics) y se eliminan los valores de masas 
contaminantes (tripsinas, queratinas, aductos de sodio o señales resultantes de la 
oxidación de metioninas), para buscar en una base de datos no redundante (NR; ~4 x 
106 entradas; Nacional Center for Biotechnology Information) empleando el programa 
de búsqueda Mascot (Matrix Science) [115]. Tanto los espectros MALDI-MS y 
MALDI-MS/MS, como los resultados de la búsqueda en bases de datos son revisados 
manualmente en detalle utilizando los programas arriba mencionados y otras 
aplicaciones diseñadas en la propia Unidad. 
9.2.2. Identificación de proteínas (4700 Proteomics Analyzer). 
Se aplica una alícuota (1µl) de una mezcla de la digestión tríptica (0.5µl) con una 
alícuota (0.5µl) de la matriz (ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 3 mg/ mL en 50% v/v 
acetonitrilo, 0.1% v/v ácido trifluoroacético) en la placa portamuestras “Stained Steel 
Plate” (Applied Biosystems) y se deja cristalizar a temperatura ambiente. Los datos 
MALDI-MS(/MS) se obtienen en un espectrómetro de masas (EM) 4700 Proteomics 
Analyzer (Applied Biosystems), equipado con dos analizadores tipo tiempo de vuelo en 
tándem (TOF-TOF) y una cámara de colisión (CID) para fragmentación de iones. Los 
espectros de masas se miden en modo reflector positivo, aplicando los siguientes 
parámetros: voltaje de aceleración de 20 kV, voltaje de rejilla 76%, tiempo de retardo 
160 ns y se acumulan 10 disparos en cada espectro. De los espectros MS se seleccionan 
los precursores más apropiados para el análisis MS/MS con la CID conectada 
(empleando gas atmosférico) a un voltaje de 1 kV en modo ion reflector y con una 
ventana de masa para el precursor de ± 10 Da. Se realizan una calibración externa del 
EM, utilizando el kit Sequazime Peptide Mass Standard (Pespective Biosystems); y una 
calibración interna, utilizando los péptidos resultantes de la digestión autolítica de la 
tripsina usada en la digestión (m/z = 842,510 y m/z = 2211,105), lo que permite obtener 
un error en las masas peptídicas inferior a 50 ppm. Los espectros obtenidos son filtrados 
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y corregidos con el programa Data Explorer (Applied Biosystems) y se eliminan los 
picos contaminantes de tripsina, queratinas, etc. para obtener la lista de picos peptídicos 
definitiva (se utilizaron las masas monoisotópicas). El posterior análisis para la 
identificación se realizó con el programa GPS Explorer (Applied Biosystem), 
empleando la misma base de datos de proteínas que en el caso anterior (Nacional Center 
for Biotechnology Information) o SwissProt, y empleando también Mascot (Matrix 
Science), a través del software “Global Protein Server v3.5” (Applied Biosystems) 
10.  Validación de los resultados: Inmunodetección 
10.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE 
unidimensional). 
Las electroforesis de proteínas en condiciones desnaturalizantes se realizan según 
Laemmli [149], en minigeles SDS-PAGE de 9 x 7 cm, usando el sistema de 
electroforesis “mini-PROTEAN3” y/o “mini-PROTEAN-Tetra” (Bio-Rad), utilizando 
una disolución concentrada de acrilamida al 30% (p/v) y bisacrilamida al 0.8% (p/v). 
Los geles se preparan en dos fases: la fase “separadora” de acrilamida-bisacrilamida, de 
concentración variable en función de la masa molecular esperado de la proteína a 
analizar (entre el 7 y el 15% de acrilamida), añadiendo a la solución concentrada de 
partida Tris-HCl 1.5 M pH 8,8, SDS 10% (p/v) y agua bidestilada para obtener la 
concentración de acrilamida deseada en cada caso. Para la fase “concentradora”, se 
diluye la solución concentrada de acrilamida con Tris-HCl 1.5 M pH 6,8, SDS 10% 
(p/v) y agua bidestilada para obtener una concentración final del 4%. En cada fase se 
añaden APS y TEMED como catalizadores de la reacción de polimerización.  
Todas las muestras se cuantifican según el método de Bradford [202]. Las 
muestras se diluyen en tampón de carga (Tris-HCl 0,2 M pH 8.0, SDS 3.5 % (p/v), 
Glicerol 16.5% (v/v), β-mercaptoetanol 8% (v/v) y trazas de azul de bromofenol) y se 
calientan a 95ºC durante 5min antes de aplicarlas en los pocillos del gel. Las 
electroforesis se llevan acabo aplicando un voltaje inicial de 80V durante 5-10min., 
seguido de 120V durante 1.5-2h. 
10.2. Electroforesis bidimensional. 
Las electroforesis bidimensionales se efectúan según se describe en el apartado 4, 
con algunas modificaciones. Tras el isoelectroenfoque y el equilibrado, se recortan las 
tiras IPG de 18cm hasta un tamaño de 7cm, para poder colocarlas a continuación sobre 
minigeles SDS-PAGE de 9 x 7 cm. La región de 7cm seleccionada de cada tira, así 
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como la concentración final de acrilamida del minigel, dependen del punto isoeléctrico 
y de la masa molecular de la proteína a analizar. En ocasiones, se emplearon 
directamente tiras IPG de 7cm de intervalo de pH 4-7. Las electroforesis se llevan a 
cabo empleando el sistema “mini-PROTEAN3” y/o “mini-PROTEAN-Tetra” (Bio-
Rad), en las mismas condiciones descritas en el apartado anterior. 
Para visualizar las proteínas en aquellos geles que no se transfieren a membrana se 
utiliza la tinción con azul de Coomassie convencional descrita anteriormente. 
10.3. Transferencia a filtros de nitrocelulosa e 
inmunodetección indirecta. 
La inmovilización de proteínas sobre filtros de nitrocelulosa (Bio-Rad) se realiza 
mediante transferencia semiseca (Bio-Rad) durante 25 min. a 20 V, utilizando el 
siguiente tampón de transferencia: Tris base 25mM, Glicocola 151.8 mM y metanol al 
20% (v/v). A continuación, los filtros de nitrocelulosa se tiñen sumergiéndolos en una 
solución de Rojo Ponceau S (Sigma) al 0.2% en ácido tricloroacético 30% (p/v) y ácido 
sulfosalicílico al 30% (p/v) durante 1 min., tras lo cual se lavan con agua destilada para 
eliminar el exceso de colorante y se toma una imagen digitalizada de cada filtro con el 
densitómetro (GS-800 Calibrated Densitometer, Bio-Rad). 
Una vez inmovilizadas las proteínas en los filtros de nitrocelulosa, estos se 
bloquean en una solución de leche en polvo desnatada 7.5% (p/v) en PBS (Na2HPO4 
80mM, NaH2PO4 20mM, NaCl 100mM, pH 7.5) durante toda la noche a 4ºC y en 
agitación. Tras el bloqueo, todos los pasos posteriores se realizan a temperatura 
ambiente y en agitación. Los filtros se lavan 3 veces durante 10 min. en un tampón de 
lavado compuesto PBS y Tween20 0.1% (v/v). A continuación los filtros se incuban 
durante 1 hora con el anticuerpo específico para la proteína que queremos detectar, 
diluido en el tampón de lavado con 5% (p/v) de leche en polvo desnatada, a una 
concentración adecuada (determinada empíricamente) para cada ensayo. Tras realizar 
otros 3 lavados de 10 min. en el tampón de lavado, los filtros se incuban durante 1 hora 
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con la 
enzima peroxidasa, diluido nuevamente en el tampón de lavado con 5% (p/v) de leche 
en polvo desnatada, a la concentración adecuada. Finalmente, se repiten los 3 lavados de 
10 min. y se procede al revelado utilizando el sustrato adecuado (ECL). Las imágenes 
obtenidas se digitalizan nuevamente (GS-800 Calibrated Densitometer, Bio-Rad). En la 
tabla TM-02 se detallan los anticuerpos y las diluciones empleados para cada ensayo. 




Anticuerpo Condiciones Inmunodetección 
PROTEÍNA   Marca 1ario 2ario 
Transtiretina IgY Chicken GenWay 1:5000 α-Chiken (GenWay) 1:1000 
Apolipoproteína J IgG Mouse Mc  Abcam 1:500 TrueBlot α-Mouse (eBiosciences) 1:1000 
TPM4 Rabbit Pc  
Chemicon 
International Inc. 1:500 TrueBlot α-Mouse (eBiosciences) 1:1000 
β-Actina IgG Mouse Mc  Sigma 1:4000 TrueBlot α-Mouse (eBiosciences) 1:1000 
SAA IgG Mouse Mc  Biodesign 1:4000 TrueBlot α-Mouse (eBiosciences) 1:1000 
S100 A8 IgG Mouse Mc 
Chemicon 
International Inc. 1:1000 α-Mouse (Nordic Immunology) 1:2500 
Vimentina IgG Mouse Mc 
Chemicon 
International Inc. 1:1000 α-Mouse (Nordic Immunology) 1:2500 
PON I IgG Mouse Mc 
Dr. Ricard W. 
James 1:1000 α-Mouse (Nordic Immunology) 1:2500 
Catepsina D Goat Pc Abcam 1:200 α-Goat (Nordic Immunology) 1:2500 
Oncogén DJ1 Goat Pc Abcam 1:1000 α-Goat (Nordic Immunology) 1:2500 
HSP70 Goat Pc 
Santa Cruz 
Biotech. 1:1000 α-Goat (Nordic Immunology) 1:2500 
 
Tabla TM_02: Relación de los anticuerpos utilizados en los diferentes experimentos de inmunodetección, 




























Quien no se quede a cuadros con este asunto es 
que no lo ha entendido. 
Niels Bohr, sobre la mecánica cuántica. 
 
A) MONOCITOS 
1. Análisis comparativo de los geles bidimensionales 
La metodología de aislamiento y análisis mediante electroforesis bidimensional 
convencional (2-DE) de los monocitos circulantes había sido puesta a punto en nuestro 
laboratorio previamente [21]. El objetivo de dicha metodología era su aplicación al 
estudio de pacientes con SCA, para realizar un análisis comparativo de los patrones de 
expresión de proteínas de los monocitos circulantes en una colección de muestras de 
pacientes con SCA, que habían sido recogidas a diferentes tiempos (tabla TR_01): en el 
momento del ingreso en urgencias (pacientes T=0), a los 4 días (pacientes T=4d), 2 
meses (pacientes T=2m) y 6 meses después del episodio agudo (pacientes T=6m). Estos 
pacientes se dividieron en dos grupos: en uno de ellos los pacientes fueron tratados con 
Atorvastatina 80mg/d durante los dos primeros meses [pacientes T=2m(+ATV)], 
mientras que en el otro recibieron un tratamiento convencional (pacientes T=2m). Tras 
los 2 primeros meses, todos los pacientes pasaron a recibir un mismo tratamiento 
(pacientes T=6m). Todas estas muestras debían ser comparadas con dos grupos control, 
uno compuesto por voluntarios sanos (sanos) y otro por pacientes estables (estables), 
que habían sufrido un síndrome coronario agudo con anterioridad (al menos un año 
antes de su incorporación al estudio, sin ningún otro evento coronario en ese tiempo) y 
que llevaban vida normal con un tratamiento estándar. Como se indicó en el apartado 1 
de Materiales y métodos, para constituir estos dos grupos se seleccionaron individuos 
con una distribución de sexo y edad sin diferencias significativas respecto al grupo de 




Nombre del grupo Definición 
Pacientes T=0 Pacientes con SCA, en el momento del ingreso en urgencias  
Pacientes T=4d Pacientes con SCA, 4 días después del episodio agudo 
Pacientes T=2m Pacientes con SCA, 2 meses después del episodio agudo, tratados con terapia convencional 
Pacientes T=2m(+ATV) Pacientes con SCA, 2 meses después del episodio agudo, tratados Atorvastatina 80 mg/d 
Pacientes T=6m Pacientes con SCA, 6 meses después del episodio agudo 
Estables 
Pacientes que habían sufrido un SCA al menos un año antes de su 
incorporación al estudio, sin ningún otro evento coronario en ese 
tiempo y que habían llevado vida normal con un tratamiento 
estándar 
Sanos Voluntarios sanos  
Tabla TR_01: Listado de los nombres que asignamos a los grupos objeto de estudio, junto a una breve 
descripción de cada uno de ellos. 
 
1.1. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento 
convencional) 
Se comenzó por el estudio de los mapas proteicos de los monocitos circulantes de 
los pacientes el momento del ingreso en urgencias, a los 4 días, 2 meses y 6 meses 
después del episodio agudo del grupo de individuos que habían recibido el tratamiento 
convencional (pacientes T=0, pacientes T=4d, pacientes T=2m, pacientes T=6m), 
comparándolos en primer lugar con el grupo control sanos y después con el grupo 
control estables. Para realizar este análisis, se diseñó un experimento en el que se 
incluyeron entre 4 y 6 geles por grupo de estudio. Las imágenes digitalizadas de los 
geles teñidos con plata se procesaron mediante el programa PDQuest 2-D Analysis 
Software y, tras la detección automática de puntos, el emparejamiento de los mismos en 
todos los geles y una revisión manual pormenorizada, se incluyeron 1015 manchas 
proteicas en el estudio. El mismo programa realizó el densitometrado de las manchas, la 
normalización de los datos y el análisis de la expresión diferencial de las manchas entre 
los diferentes grupos. Finalmente, estos datos fueron importados al programa estadístico 
SPSS con el que se realizó la prueba de ANOVA. 
1.1.1. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
voluntarios sanos. 
Los resultados de la prueba de ANOVA revelaron la existencia de 23 manchas 
proteicas cuya expresión se veía significativamente alterada (p<0.05) en los pacientes 
T=0 (4 manchas aumentadas en los pacientes, 5 disminuidas y 14 de ellas ausentes 
respecto a sanos). En los pacientes T=4d aparecieron 10 manchas proteicas con 




y 7 de ellas ausentes respecto a sanos). En los pacientes T=2m el número de 
alteraciones significativas se redujo a 8 (1 de ellas aumentada en los pacientes, 2 
disminuidas y 5 ausentes respecto a sanos). Por último, en los pacientes T=6m sólo 5 
manchas proteicas mostraron diferencias estadísticamente significativas en su expresión 
(1 de ellas disminuida y las 4 restantes ausentes en los pacientes) respecto a los sanos. 
Estas 5 diferencias coincidían con las que mostraba el grupo de estables respecto a los 
sanos (figura R_01A). En total, el número de manchas proteicas con alteraciones 
estadísticamente significativas en sus niveles de expresión detectadas en esta 
comparación ascendió a 25. 
 
Figura R_01: Resultados de la comparación entre el grupo control sanos, los pacientes con SCA (a 
excepción de los tratados con Atorvastatina) y los pacientes estables. Gráficas representativas del número 
de manchas proteicas con variaciones significativas en sus niveles de expresión. (A) Comparación 
respecto al grupo de control sanos. A la izquierda se representa el número global de variaciones para cada 
grupo de estudio en comparación con los sanos. A la derecha se especifica el tipo de alteraciones 
(aumentos en rojo, disminuciones en azul y ausencias en verde) detectadas en cada grupo. (B) 
Comparación respecto al grupo control de pacientes estables. A la izquierda se representa el número 
global de variaciones para cada grupo de estudio en comparación con los estables. A la derecha se 
especifica el tipo de alteraciones (aumentos en rojo, disminuciones en azul y ausencias en verde) 
detectadas en cada grupo. 
1.1.2. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
pacientes estables. 
En este caso, la prueba de ANOVA mostró que los pacientes T=0 presentaban 
alteraciones estadísticamente significativas (p<0.05) en los niveles de expresión de 18 
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manchas proteicas (4 aumentadas, 4 disminuidas y 10 ausentes) respecto a los pacientes 
estables. Este número se reducía a 5 manchas en los pacientes T=4d (1 aumentada, 1 
disminuida y 3 ausentes respecto a los estables) y a sólo 3 manchas en los pacientes 
T=2m (1 aumentada y 2 ausentes), mientras que los pacientes T=6m no presentaron 
ninguna mancha diferencialmente expresada respecto a los pacientes estables (figura 
R_01B). Hay que recordar que los estables mostraron 5 diferencias estadísticamente 
significativas con los sanos (figura R_01A). En conjunto, 20 manchas proteicas 
presentaron diferencias de expresión estadísticamente significativas en esta 
comparación. 
1.2. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento con 
Atorvastatina). 
Por otra parte, nos interesaba saber si el grupo que había sido tratado con 
Atorvastatina presentaba alguna diferencia respecto al grupo que había recibido el 
tratamiento convencional. Para ello, debíamos comparar los mapas proteicos de las 
muestras obtenidas después de 2 meses de tratamiento convencional (pacientes T=2m) 
con las de aquellos pacientes que habían recibido el tratamiento con Atorvastatina 
[pacientes T=2m(+ATV)] y con el grupo control (sanos). Debemos recordar que durante 
los 4 primeros días tras el ingreso en urgencias todos los pacientes habían recibido la 
misma medicación y que 2 meses más tarde los tratamientos volvieron a unificarse, por 
lo que solo era necesario incluir en este estudio las muestras obtenidas 2 meses después 
del evento coronario agudo.  
 
 
Figura R_02: Resultados de la comparación mediante electroforesis bidimensional convencional (2-DE) 
entre el grupo control sanos y los pacientes T=2m y T=2m(+ATV). Gráficas representativas del número 
de manchas proteicas con variaciones significativas en sus niveles de expresión respecto al grupo de 
control sanos. A la izquierda se representa el número global de variaciones para cada grupo de estudio en 
comparación con los sanos. A la derecha se especifica el tipo de alteraciones (aumentos en rojo, 





En esta ocasión se incluyeron también entre 4 y 6 geles por grupo de estudio, 
cuyas imágenes fueron analizadas de nuevo mediante el programa PDQuest, con el que 
detectamos, emparejamos y densitometramos las 1015 manchas proteicas que incluimos 
en el análisis. Al igual que en el caso anterior, tras la normalización y el análisis de la 
expresión diferencial, los datos se exportaron al programa SPSS con el que se realizó la 
prueba de ANOVA. En este estudio, se observaron diferencias estadísticamente 
significativas (p<0.05) en los niveles de expresión de 25 manchas proteicas en los 
pacientes T=2m (17 ausentes, 7 disminuidas y 1 aumentada) respecto a los sanos (figura 
R_02). La expresión de 16 de estas manchas se normalizó completamente en los 
pacientes tratados con Atorvastatina [pacientes T=2m(+ATV)]. Además, la expresión de 
3 manchas fue parcialmente normalizada por el tratamiento ya que, aunque las 
diferencias son menores, aún son significativas en los pacientes T=2m(+ATV) respecto 
a los sanos. Los niveles de expresión de las 6 manchas proteicas restantes estaban 
significativamente aumentados en los pacientes T=2m(+ATV) respecto a los pacientes 
T=2m y también a los sanos. Por último, el análisis mostró 2 manchas proteicas 
diferencialmente expresadas en los pacientes T=2m(+ATV) respecto a los sanos 
(aumentando una y disminuyendo la otra), que no estaban alteradas en los pacientes 
T=2m. Este análisis detectó en total 27 manchas proteicas diferencialmente expresadas. 
2. Identificación de proteínas 
Todas las manchas proteicas cuyos niveles de expresión resultaron estar 
significativamente alterados en alguna de las comparaciones descritas, fueron escindidas 
de los geles, digeridas con tripsina y analizadas mediante espectrometría de masas 
MALDI-TOF y/o MALDI-TOF-TOF. Para realizar las identificaciones, los espectros 
adquiridos se introdujeron en el programa “MASCOT”. Las identificaciones se 
aceptaron cuando la mayor puntuación del coeficiente “Mowse” [114] era superior a 64 
y si la cobertura de secuencia era, al menos, entre el 15% y el 30%, dependiendo del 
tamaño de la proteína [210], o bien cuando al menos un espectro de fragmentación 








2.1. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento 
convencional) 
El análisis de los mapas proteicos de monocitos circulantes de los pacientes con 
SCA (excluyendo el grupo tratado con Atorvastatina), mostró alteraciones 
estadísticamente significativas en los niveles de expresión de 25 manchas proteicas 
(figura R_03), que pudieron ser identificadas con éxito mediante espectrometría de 
masas. 
 
Figura R_03: Imagen representativa de un gel 2-DE (pH 4-7, 12.5% acrilamida) sobre el que aparecen 
señaladas las manchas proteicas que mostraron diferencias estadísticamente significativas en el análisis de 
los pacientes con SCA (excluyendo los tratados con Atorvastatina) y el nombre de la proteína identificada 
en cada caso. 
 
2.1.1. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
voluntarios sanos. 
Las 25 manchas proteicas cuyos niveles de expresión sufrían alguna variación 
estadísticamente significativa, que aparecen resumidas en la tabla TR_02, corresponden 























1201 A A       
Chain A nuclease DNAse, RNAse 
sugar non specific 26.5 6.2 78 Q99575 
1504 A A A A A 
60kDa Heat Shock protein 
(HSP60) 60 5.48 12 P10809 
1702 -2,77         Nuclease 35.4 8.42 45 P61221 
1714 A         
Mannose 6 phosphate receptor 
binding protein 47 5.3 23.5  O60664 
2114 3.5         Alpha enolase 47 7.7 34.6  P06733 
2115   2.13       Mature CathepsinD  32 5.2 32.8  Gi/494296 
2202   -10       ATP syntase (MY032 protein) 18.4 5.22 44.5 O75947 
2402 A         
Chain A triosephosphate 
isomerase 26.5 7.7 37.9  Q6FHP9 
2403 -5 -5,26 -7,69 -20,48 
-
20,48 
Chain A triosephosphate 
isomerase 26.5 7.7 38.3  Q6FHP9 
2814 A         
Thymidine phosphorylase 
precursor 50 5.2 13.2  P19971 
3109 4.7         Vimentin 53.6 5.06 49.8  P08670 
3916 A         Albumin precursor 69.4 5.8 99 P02768 
4308 A A A     Cathepsin D proform 55 6.7 52.3  P07339 
4802 A A A     Protein disulfide isomerase ER60 56.8 5.9 42.2  P07237 
5102 10.5   2.3     Alpha enolase 47 7.7 34.6  P06733 
5206 A         Glutathione transferase 25 5.3 41.3  P08263 
5302 8.2         Alpha enolase 47 7.7 30.4  P06733 
5401 A A A A A Paraoxonase I (PON I) 27.5 5.7 33.7  P27169 
5708 A         Pyruvate Kinase M2 isozyme 57.8 7.95 21.7  P14618 
5712 -4,95         Uracil DNA glycosylase 29.2 9.1 28.1  P16769 
7208 A A A A A 
RNA binding regulatory subunit 
Oncogene DJ1 19.9 6.4 42.9  Q99497 
7405 -20         Chain A endonuclease 35.4 8.4 48.2  P13717 
8006 A         
S100 Calcium binding protein A8 
Calgranulin 10.8 6.5 53.8   P05109 
8106 -2,86         Protein disulfide isomerase ER60 56.8 5.9 29.9  P07237 
8503 A A -3,57 A A 70 kDa Heatshock protein (HSP70) 44 5.48 16 P08107  
Tabla TR_02: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación de los monocitos circulantes de los 
pacientes con SCA y el grupo control sanos, incluyendo las correspondientes identificaciones. En la 
primera columna aparece el número identificativo de cada mancha. A continuación, las columnas 
correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el blanco indica que no existen 
diferencias, el verde representa una ausencia en los pacientes, el rojo representa aumento y el azul 
disminución respecto los sanos. En las casillas rojas y azules aparece además el correspondiente cociente 
de variación. A, Ausente; MM (Da), Masa molecular (en Dalton); pI, punto isoeléctrico; C.S. (%), 
porcentaje de cobertura de secuencia; Nº Acceso, número asignado por la base de datos SwissProt a cada 
proteína; S vs T=0, comparación de los pacientes T=0 frente a los sanos; S vs T=4d, comparación de los 
pacientes T=4d frente a los sanos; S vs T=2m, comparación de los pacientes T=2m frente a los sanos; S 
vs T=6m, comparación de los pacientes T=6m frente a los sanos; S vs E, comparación de los pacientes 
estables frente a los sanos. 
2.1.2. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
pacientes estables. 
La comparación con los estables mostró diferencias estadísticamente 
significativas en los niveles de expresión de 20 manchas proteicas, que aparecen 



















1201 A A     
Chain A nuclease DNAse, RNAse 
sugar non specific 26.5 7.7 38.3  Q6FHP9 
1702 -2,7       Nuclease 35.4 8.42 45 P61221 
1714 A       
Mannose 6 phosphate receptor 
binding protein 47 5.3 23.5  O60664 
2114 3.5       Alpha enolase 47 7.7 34.6  P06733 
2115   2.13     MatureCathepsinD  32 5.2 32.8  Gi/494296 
2202   -10     ATP synthase (MY032 protein) 18.4 5.22 44.5 O75947 
2402 A       Chain A triosephosphate isomerase 26.5 7.7 37.9  Q6FHP9 
2814 A       Thymidine phosphorylase precursor 50 5.2 13.2  P19971 
3109 4.7       Vimentin 53.6 5.06 49.8  P08670 
3916 A       Albumin precursor 69.4 5.8 99 P02768 
4308 A A A   Cathepsin D proform 55 6.7 52.3  P07339 
4802 A A A   Protein disulfide isomerase ER60 56.8 5.9 42.2  P07237 
5102 10.5   2.3   Alpha enolase 47 7.7 34.6  P06733 
5206 A       Glutathione transferase 25 5.3 41.3  P08263 
5302 8.2       Alpha enolase 47 7.7 30.4  P06733 
5708 A       Pyruvate Kinase M2 isozyme 57.8 7.95 21.7  P14618 
5712 -4,95       Uracil DNA glycosylase 29.2 9.1 28.1  P16769 
7405 -20       Chain A endonuclease 35.4 8.4 48.2  P13717 
8006 A       
S100 Calcium binding protein A8 
Calgranulin 10.8 6.5 53.8   P05109 
8106 -2,86       Protein disulfide isomerase ER60 56.8 5.9 29.9  P07237  
Tabla TR_03: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación de los monocitos circulantes de los 
pacientes con SCA y el grupo de pacientes estables, incluyendo las correspondientes identificaciones. En 
la primera columna aparece el número identificativo de cada mancha. A continuación, las columnas 
correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el blanco indica que no existen 
diferencias, el verde representa una ausencia en los pacientes, el rojo representa aumento y el azul 
disminución respecto los estables. En las casillas rojas y azules aparece además el correspondiente 
cociente de variación. A, Ausente; MM (Da), Masa molecular (en Dalton); pI, punto isoeléctrico; C.S. 
(%), porcentaje de cobertura de secuencia; Nº Acceso, número asignado por la base de datos SwissProt a 
cada proteína; E vs T=0, comparación de los pacientes T=0 frente a los estables; E vs T=4d, comparación 
de los pacientes T=4d frente a los estables; E vs T=2m, comparación de los pacientes T=2m frente a los 
estables; E vs T=6m, comparación de los pacientes T=6m frente a los estables. 
2.2. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento con 
Atorvastatina) 
El estudio de los mapas proteicos de los pacientes tratados y no tratados con 
Atorvastatina reveló la existencia de 27 manchas proteicas cuyos niveles de expresión 
mostraban diferencias estadísticamente significativas con el grupo control de individuos 
sanos (figura R_04). Las 27 manchas, que están recogidas en la tabla TR_04, 









(%) Nº Acceso 
1201 ↓ N 
Chain A nuclease DNAse, RNAse 
sugar non specific 26.5 6.2 78 Q99575 
1504 A N 60kDa Heat Shock protein (HSP60) 60 5.48 12 P10809 
1702 ↓ N Nuclease 35.4 8.42 45 P61221 
1804 A PN Ficolin 34.8 6.6 32.6 Gi/1510127 
1806   ↓ Ficolin 34.8 6.6 NOVO Gi/1510127 
2202 ↓ N ATP synthase (MY032 protein)        
2308 A ↑ Pyruvate Kinase 3 isoform 1  57 7.7 62.3 Gi/31416989 
2402 ↓ N Chain A triosephosphate isomerase 26.5 7.7 37.9 Q6FHP9 
2403 ↓ N Chain A triosephosphate isomerase 26.5 7.7 38.3 Q6FHP9 
2408 A N Annexin I (lipocortin 1)        
2901 A N Prohibitin        
3121 A N Annexin II        
3408 A ↑ Pyruvate Kinase 3 isoform 1 57 7.7 13.7 Gi/31416989 
3503 A ↑ Annexin I (lipocortin 1) 67.7 9.7 47.1 Gi/4502101 
3811 A N Annexin II        
3903 A N 
Heat Shock-cognate 71 kD protein 
(HSC70)        
4301 A N 
S100 Calcium binding protein A9 
(MRP14)     39.9  
4308 A PN Cathepsin D proform 55 6.7 52.3 Gi/494296 
4506 A N 
Chain A ribonuclease inhibitor-
angiogenin complex 67.3 8.6 78.0  
4708   ↑ Stathmin 17.1 5.7 53  
4802 A N 
Protein disulfide isomerase ER60 
(PDI) 56.8 5.9 29.9 P07237 
5401 A ↑ Paraoxonase I (PON I) 27.5 5.7 33.7 P27169 
6405 A ↑ Ficolin 34.8 6.6 24.8 Gi/1510127 
7304 A ↑ 
S100 Calcium binding protein A9 
(MRP14) 13.2 5.71 39.9 Gi/4506773 
7405 ↓ N Chain A endonuclease 35.4 8.4 48.2 P13717 
7604 ↑ PN Phosphoglycerate kinase 1 44.5 9.2 23 Gi/129921 
8503 ↓ N 70 kDa Heat shock protein (HSP70) 44 5.48 16 P08107  
Tabla TR_04: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación de los monocitos circulantes de los 
pacientes T=2m y pacientes T=2m(+ATV) y el grupo control sanos, incluyendo las correspondientes 
identificaciones. En la primera columna aparece el número identificativo de cada mancha. A 
continuación, las columnas correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el blanco 
indica que no existen diferencias, el verde representa una ausencia en los pacientes, el rojo representa 
aumento y el azul disminución respecto los sanos. N, Normalizado por el tratamiento; PN, Parcialmente 
normalizado por el tratamiento; A, Ausente; ↑, aumento; ↓, disminución; MM (Da), Masa molecular (en 
Dalton); pI, punto isoeléctrico; C.S. (%), porcentaje de cobertura de secuencia; Nº Acceso, número 
asignado por la base de datos SwissProt a cada proteína; S vs T=2m, comparación de los pacientes T=2m 




Figura R_04: Imagen representativa de un gel 2-DE (pH 4-7, 12.5% acrilamida) sobre el que aparecen 
señaladas las manchas proteicas que mostraron diferencias estadísticamente significativas en la 
comparación de los pacientes T=2m y T=2m(+ATV) con los sanos. Se indica también el nombre de la 
proteína identificada en cada caso. 
2.3. Clasificación funcional de las proteínas identificadas 
En total se identificaron 41 manchas proteicas, las cuales corresponden a 31 
proteínas diferentes, que pudimos agrupar en 6 categorías funcionales (figura R_05): 
a) Proteínas energéticas y del metabolismo: α-Enolasa, ATP-sintasa (proteína 
MY032), Endonucleasa, Nucleasa-ADNasa-ARNasa no específica de azúcar, 
Triosafosfato-isomerasa, Glutation-transferasa, Proteína de unión el receptor 
Manosa-6-fosfato, Nucleasa, Fosfoglicerato-quinasa 1, Proteína Disulfuro-
isomerasa ER60 (PDI), Piruvato-quinasa 3 isoforma 1, Piruvato-quinasa M2 
isozima. 
b) Enzimas hidrolíticas: Catepsina D proforma, Catepsina D madura, Uracilo-
ADN-glicosilasa. 
c) Proteínas de estrés: Proteína de choque térmico de 60kDa (HSP60), Proteína de 
choque térmico de 70 kDa (HSP70), Proteína-conato de choque térmico de 71 
kDa (HSC70), Paraoxonasa I (PON I), Oncogén DJ1. 
d) Proteínas implicadas en procesos de inflamación y trombosis: Anexina I 




e) Contráctiles y estructurales: Vimentina, Estatmina. 
f) Otras funciones: Precursor de la Albúmina, complejo Inhibidor de 
Ribonucleasa-Angiogenina, Prohibitina, Proteína de unión a Calcio S100 A8 
Calgranulina, Proteína de unión a Calcio S100 A9 (MRP14), Precursor de la 
Timidina-fosforilasa. 
Figura R_05: Clasificación de 
proteínas por su funcionalidad. 
El gráfico muestra la 
distribución de las 41 manchas 
proteicas identificadas en el 
conjunto de los análisis 
realizados (que corresponden a 
31 proteínas) en 6 grupos 
funcionales: Energéticas y del 
metabolismo, Enzimas 
hidrolíticas, Proteínas de estrés, 
Inflamación y trombosis, 
Contráctiles y estructurales y 
Otras funciones (que incluye 
aquellas proteínas cuya función 
no pertenecía a ninguno de los 
grupos anteriores). 
 
Las tablas TR_05-10 detallan las funciones de cada una de las proteínas 
identificadas. 
Proteína Función  
Alpha enolase Glicolisis. Estrés oxidativo 
ATP synthase (MY032 protein) Síntesis de ATP. Complejo ATPasa mitocondrial 
Chain A endonuclease Hidrólisis del ADN 
Chain A nuclease DNAse, RNAse sugar non specific Hidrólisis del ADN 
Chain A triosephosphate isomerase Glicolisis 
Glutathione transferase Conugación del glutation. Detoxificación 
Mannose 6 phosphate receptor binding protein Transporte de proteínas desde los endosomas al trans-Golgi 
Nuclease Hidrólisis del ADN 
Phosphoglycerate kinase 1 Glicolisis 
Protein disulfide isomerase ER60 Reajuste de los puentes disulfuro  
Pyruvate Kinase 3 isoform 1  Glicolisis 
 
Tabla TR_05: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Energéticas y de metabolismo”. Junto a 
cada proteína aparece una breve descripción de su función específica. 
Proteína Función  
Cathepsin D proform Enzima proteolítica. Ruptura de proteínas intracelulares 
Mature CathepsinD  Enzima proteolítica. Ruptura de proteínas intracelulares  
Uracil DNA glycosylase Proteasa. Previene la mutagénesis  
 
Tabla TR_06: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Enzimas hidrolíticas”. Junto a cada 
proteína aparece una breve descripción de su función específica. 
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Proteína Función  
60kDa Heat Shock protein (HSP60) 
Transporte de componentes de membrana a través de la 
célula  
70 kDa Heat Shock protein (HSP70) Chaperona 
Heat Shock-cognate 71 kD protein (HSC70)   
Paraoxonase I (PON I) Ruta de las pentosas fosfato. Antioxidante 
RNA binding regulatory subunit Oncogene DJ1 Transforma células cuando es coexpresada con H-Ras 
 
Tabla TR_07: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Proteínas de estrés”. Junto a cada proteína 
aparece una breve descripción de su función específica. 
Proteína Función  
Annexin (lipocortin 1) Promoción de la fusión de membrana. Anti-inflamatoria 
Annexin II Fibrinolisis 
Ficolin 
Unión a antígenos, unión a iones calcio, respuesta 
antimicrobiana, opsonización, unión a azúcares  
Tabla TR_08: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Inflamación y trombosis”. Junto a cada 
proteína aparece una breve descripción de su función específica. 
Proteína Función  
Vimentin Filamentos de clase III  
Stathmin 
Transducción de señales. Regulación del citoesqueleto 
microtubular y del ciclo celular 
 
Tabla TR_09: Lista de la proteínas en la categoría “Contráctiles y estructurales”. Junto a la proteína 
aparece una breve descripción de su función específica. 
Proteína Función  
Albumin precursor Regulación de la presión osmótica coloidal de la sangre 
Chain A ribonuclease inhibitor-angiogenin complex Inhibe proteínas libres de célula 
Prohibitin Desarrlollo mitocondrial y estabilidad 
S100 Calcium binding protein A8 Calgranulin 
Activación de macrófagos. Regulación de mutaciones en 
células mieloides. Metabolismo de ácidos grasos  
S100 Calcium binding protein A9 (MRP14) 
Activación de macrófagos. Regulación de mutaciones en 
células mieloides. Metabolismo de ácidos grasos 
Thymidine phosphorylase precursor Mantenimiento de los vasos sanguíneos. Factor angiogénico  
 
Tabla TR_10: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Otras funciones”. Junto a cada proteína 
aparece una breve descripción de su función específica. 
3. Validación de los resultados mediante inmunodetección 
Para confirmar los resultados obtenidos mediante el análisis proteómico, se 
analizó un grupo de 6 proteínas en los extractos proteicos de monocitos de los que 
disponíamos mediante inmunodetección en geles de una dimensión (figura R_06). En el 
experimento de inmunodetección para la Proteína de unión a Calcio S100 A8 
Calgranulina, se detectó una banda inmunorreactiva de 10 kDa en los individuios sanos, 
que no aparecía en ninguno de los pacientes T=0 (figura R_06A). La banda de 10 kDa 




Calgranulina apareció también en los pacientes estables, y en todos los pacientes con 
SCA a excepción de los pacientes T=0 (figura R_06A). En los experimentos de 
inmunodetección para las proteínas Oncogén DJ1, HSP70 y PON I se obtuvo el mismo 
resultado. La banda inmunorreactiva de 32 kDa, que corresponde a la proteína PON I 
(figura R_06B), la banda de 70 kDa, que corresponde a la proteína HSP70 (figura 
R_06C) y la de 27 kDa, que corresponde a la proteína Oncogén DJ1 (figura R_06D) 
aparecen en los sanos pero no en los pacientes. En cambio, en el caso de la Vimentina, 
la banda inmunorreactiva de 55 kDa que corresponde a esta proteína aparecía 
aumentada en los pacientes respecto a los sanos (figura R_06E). Finalmente, en la 
inmunodetección de la Catepsina D (figura R_06F) la banda inmunorreactiva de 32 
kDa, correspondiente a la forma madura de la proteína, evidenció un aumento de la 
expresión de esta forma, pero no de su forma precursora (la banda inmunorreactiva de 
52 kDa), que está ausente en los pacientes, lo que confirma los resultados obtenidos en 
el análisis mediante 2-DE. 
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Figura R_06: Resultados de las inmunodetecciones realizadas para confirmar los resultados del análisis 
mediante 2-DE. (A) Proteína de unión a Calcio S100 A8 Calgranulina: Muestra una banda 
inmunorreactiva de 10 kDa en los sanos y los estables (S/E) que no se observa en los pacientes con SCA 
(SCA) (B) En el caso de la proteína PON I, aparece una banda inmunorreactiva de 32 kDa en los sanos 
(S) pero no en los pacientes con SCA (SCA) ni en los estables (E). (C) HSP70, el anticuerpo detecta dos 
bandas (44 y 70 kDa) en los sanos (S), pero ninguna de ellas aparecen en los pacientes con SCA (SCA) ni 
en los estables (E). (D) la proteína Oncogén DJ1 muestra un resultado similar al de PON I: aparece una 
única banda (en este caso de 27 kDa) en los sanos pero no en los pacientes con SCA (SCA) ni en los 
estables. (E) La inmunodetección de la Vimentina muestra un aumento de la expresión en los pacientes 
con SCA (SCA) respecto a los sanos y los estables (S/E). (F) En el caso de la Catepsina D se observan 
dos bandas inmunorreactivas en los sanos y en los estables (S/E) que corresponden a la forma precursora 
(52 kDa) y la madura (32 kDa) de la enzima. Sólo se detecta la forma madura en los pacientes con SCA 




1. Depleción de las proteínas mayoritarias del plasma 
Con el objetivo de aumentar la proporción de las proteínas menos abundantes del 
plasma en los geles bidimensionales, utilizamos el sistema “Multiple Affinity Removal 
System” (Agilent Technologies). Este sistema se basa en una columna de afinidad capaz 
de retener específicamente las seis proteínas mayoritarias (albúmina, IgG, IgA, 
haptoglobina, transferrina y antitripsina), que se acopla a un sistema cromatográfico de 
alta resolución (FPLC). La figura M_02 muestra esquemáticamente el proceso de 
separación de las proteínas mayoritarias, que quedan retenidas en el interior de la 
columna tras la inyección de la muestra diluida en un tampón fosfato de pH neutro 
(Tampón A). El resto de las proteínas salen de la columna durante los primeros minutos 
del proceso, componiendo el primer pico cromatográfico. Posteriormente se aplica un 
tampón con urea y pH ácido (Tampón B), que libera las proteínas retenidas en la 
columna, constituyendo el segundo pico del cromatograma. Habitualmente, tras cada 
ciclo cromatográfico se obtienen 50-150 µg de proteínas no retenidas. Se comprobó la 
reproducibilidad del método superponiendo varios cromatogramas consecutivos y no 
consecutivos (Figura R_07A), que resultaron ser casi idénticos. Esta gran 
reproducibilidad nos permite combinar varias fracciones “no retenidas” tras varios 
ciclos cromatográficos, lo cual es necesario para obtener la cantidad de proteína 
requerida en los experimentos posteriores. 
 
Figura R_07: (A) Superposición de los cromatogramas obtenidos en 4 ciclos cromatográficos 
independientes. Se observa la gran reproducibilidad de este método de depleción. (B) Gel SDS-PAGE al 
12% teñido con Azul de Coomassie donde se comparan los patrones del suero humano completo con la 
fracción retenida y la no retenida por la columna. Carril 1: Marcadores de masa molecular; Carril 2: 




Para comprobar la eficacia del método de depleción, se realizaron varios geles 
SDS-PAGE unidimensionales, comparando los patrones proteicos del plasma humano 
sin deplecionar (o plasma completo) con las fracciones obtenidas tras la depleción. El 
patrón de bandas de la fracción retenida mostró un gran parecido con el del plasma 
completo, mientras que el carril correspondiente a la fracción no retenida presentaba un 
aspecto muy diferente, resolviendo un gran número de bandas apenas perceptibles en 
los dos anteriores (Figura R_07B). 
2. Electroforesis bidimensional (2-DE) del plasma 
Una vez comprobada la eficacia del método de depleción de las proteínas 
mayoritarias, pasamos a analizar las muestras mediante electroforesis bidimensional.  
Antes de poder realizar el isoelectroenfoque, fue necesario encontrar un método 
para desalar y concentrar las muestras a un tampón compatible con esta técnica, puesto 
que los tampones en que se encuentran las fracciones tras la cromatografía son 
incompatibles por su contenido en sales. Para ello, las fracciones se equilibran en un 
tampón bicarbonato y se concentran centrifugando en tubos concentradores (apartado 3 
de Materiales y métodos), antes de cuantificar mediante el método de Bradford. Este 
paso nos permite preparar alícuotas de concentración conocida (250 µg) que vamos a 
poder congelar y liofilizar para finalmente resuspenderlas en el tampón de rehidratación. 
 
Figura R_08: Imágenes representativas de geles bidimensionales de la fracción no retenida (A,B), de la 
fracción retenida (C,D) y de plasma completo (E,F); Primera dimensión, IPG de 24cm, pH 3-10NL 
(A,C,E); pH 4-7 (B,D,F); Segunda dimensión gradiente de acrilamida 10-16%. 
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A continuación probamos a realizar el isoelectroenfoque empleando tiras IPG de 
24 cm. con rangos de pH de 4-7 lineal y de 3-10 no lineal, empleando tanto la fracción 
no retenida (o plasma deplecionado) como la retenida (albúmina, IgG, IgA, 
haptoglobina, transferrina y antitripsina) y plasma sin deplecionar. Las segundas 
dimensiones, tras el equilibrado de las tiras, se realizaron empleando geles en gradiente 
de acrilamida 10-16%. En la figura R_08 aparece una muestra representativa de estos 
geles, dos de los cuales corresponden al plasma deplecionado (figura R_08 A y B), 
otros dos a la fracción retenida (figura R_08 C y D) y los dos últimos al plasma 
completo (figura R_08 E y F). Un primer análisis de las imágenes utilizando el 
programa “PDQuest 2-D Analysis Software” (Bio-Rad) reveló que en los geles de la 
fracción retenida aparecen aproximadamente 300 puntos en el rango de pH de 4-7 
(figura R_08D) y unos 500 en el rango 3-10 NL (figura R_08C), mientras que en los 
geles correspondientes al plasma deplecionado se resuelven alrededor de 1000 puntos 
en el rango de pH de 4-7 (figura R_08B), y unos 1300 el rango 3-10 NL (figura 
R_08A). Observamos una alta reproducibilidad en todos los casos y una mejor 
resolución en el rango 4-7 que en el 3-10 NL, especialmente en el caso del plasma 
deplecionado. Además, la diferencia mostrada entre los patrones proteicos de la fracción 
retenida y el plasma completo respecto del plasma deplecionado en SDS-PAGE se 
verifica en los geles bidimensionales, siendo el plasma completo mucho más parecido 
en aspecto y número de puntos (unos 400 en el rango de pH de 4-7 y unos 600 en el 
rango 3-10 NL) a la fracción retenida. 
3. Electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) del 
plasma 
Para emplear esta técnica, debíamos comprobar que los fluorocromos del sistema 
DIGE fueran capaces de marcar covalentemene las proteínas de nuestra muestra 
deplecionada. Para ello, las fracciones equilibradas en el tampón bicarbonato son 
liofilizadas y posteriormente resuspendidas en un tampón adecuado (apartado 7.1 de 
Materiales y métodos) para realizar el marcaje con los fluorocromos. Tras comprobar 
que el pH de las muestras se encuentra en el rango apropiado, se realiza el marcaje y, a 
continuación, se lleva a cabo la electroforesis bidimensional en las mismas condiciones 
que en el apartado anterior, evitando la exposición de las proteínas marcadas a la luz. 
Realizamos un experimento piloto (figura R_09) para comprobar la eficacia del marcaje 




gel al 12% de acrilamida para la segunda dimensión) detectamos unos 600 puntos al 
analizar las imágenes con el módulo DIA del programa “DeCyder Differential Analysis 
Software” (GE Healthcae). Sin embargo, la longitud de la tira IPG utilizada no era 
óptima, ya que los puntos aparecían muy solapados, provocando una pobre resolución 
en el gel. Por ello, decidimos utilizar los geles de 24 cm. en gradiente de acrilamida 10-
16% en experimentos posteriores. De este modo, utilizando tiras IPG de 24 cm. con el 
mismo rango de pH, se detectaron alrededor de 1000 puntos en cada gel. 
 
Figura R_09: Experimento 2D-DIGE: (primera dimensión, IPG pH 4-7 de 18cm; segunda dimensión, 
12% acrilamida) en el que se compara el plasma deplecionado de un paciente con SCA con individuo 
sano. (A) Plasma deplecionado de un individuo sano marcado con Cy3. (B) Plasma deplecionado de un 
paciente, marcado con Cy5. (C) Control interno (mezcla de las dos muestras anteriores) marcado con 
Cy2. (D) Superposición de las imágenes A y B. (E) Superposición de las imágenes A, B y C. 
 
En esta ocasión decidimos no analizar las fracciones no retenidas del plasma 
mediante esta técnica. Sin embargo, sí se realizó una comparación entre el plasma 
deplecionado y la fracción retenida del plasma de un único individuo en un mismo gel 
(figura R_10). La superposición de las dos imágenes corrobora nuevamente la 
diferencia existente entre las dos muestras, cuyos patrones bidimensionales no 




Figura R_10: Comparación mediante 2D-DIGE de los patrones proteicos del plasma deplecionado y de la 
fracción retenida (primera dimensión, IPG pH 4-7, 24cm; segunda dimensión, gradiente 10-16% 
acrilamida). (A) Plasma deplecionado marcado con Cy3. (B) Fracción retenida marcada con Cy5. (C) 
Superposición de las imágenes A y B. Se observa una ausencia casi total de coincidencias entre los dos 
patrones. 
4. Análisis comparativo de los geles bidimensionales 
Una vez establecidos los protocolo para la realización de la electroforesis 
bidimensional convencional (2-DE) y la electroforesis bidimensional diferencial (2D-
DIGE) del plasma humano deplecionado, procedimos a realizar el estudio comparativo. 
Para ello, disponíamos de una colección de muestras del plasma de los pacientes con 
SCA (tabla TR_01), cuyos monocitos habíamos analizado previamente. Recordemos 
que estas muestras habían sido que habían sido recogidas a diferentes tiempos (en el 
momento del ingreso en urgencias, a los 4 días, 2 meses y 6 meses después del episodio 
agudo). Estos pacientes se dividieron en dos grupos: en el primero de ellos recibieron un 
tratamiento convencional, mientras que en el otro fueron tratados con Atorvastatina 
80mg/d durante los dos primeros meses, tras los cuales todos ellos pasaron a recibir un 
mismo tratamiento. Todas estas muestras debían ser comparadas con los dos grupos 
control, uno compuesto por voluntarios sanos y otro por pacientes estables. Todos los 
grupos incluidos en el estudio presentaron una distribución de edad y sexo sin 




4.1. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento 
convencional) 
En primer lugar se estudiaron los pacientes que habían recibido un tratamiento 
convencional, de manera que se compararon los geles bidimensionales de las muestras 
de todos los grupos, a excepción de los que habían recibido en tratamiento con 
Atorvastatina, con los geles bidimensionales de los dos grupos control (sanos y 
estables). 
4.1.1. Análisis mediante electroforesis bidimensional convencional 
(2-DE). 
Para realizar el análisis comparativo mediante PDQuest, se creó el experimento 
que aparece detallado en la tabla TR_11 y que incluía entre 6 y 10 geles por grupo de 
estudio. Tras la obtención de las imágenes digitalizadas de los geles teñidos con plata, 
estos se procesaron con el programa PDQuest 2-D Analysis Software según se detalla 
en Materiales y métodos. Se seleccionó el rango de masa molecular entre 0 y 60 kDa, 
puesto que el solapamiento, saturación y baja resolución de las manchas en la región 
superior impedían al programa una correcta detección y cuantificación de las mismas. 
Tras la detección automática de puntos y el emparejamiento de los mismos en todos los 
geles, se realizó una revisión manual pormenorizada y, finalmente, se incluyeron 703 
manchas proteicas en el estudio. A continuación, el programa realizó el densitometrado 
y normalización de los datos para comparar la expresión diferencial de las manchas 
entre los diferentes grupos analizados. Por último, los datos obtenidos mediante 
PDQuest fueron exportados para poder realizar la prueba de ANOVA mediante el 
programa SPSS. 
Sanos Estables T= 0 T=4 días T=2 meses T=6 meses 
S5 M1 4A 5B 5C 5D 
S10  M2 5A 6B 6C 6D 
S12  M3 6A 10B 10C 10D 
S18  M4 10A 15B 15C 15D 
S19  M5 15A 21B 21C 21D 
SM1 M6 21A 26B 26C 26D 
SM2 M7 26A       
SM3 M10 30A       
SM4 M11 45A       
SM5 M12 50A       
 
Tabla TR_11: Diseño experimental del análisis de plasma deplecionado mediante electroforesis 
bidimensional convencional (2-DE) de pacientes con SCA (tratamiento convencional). La tabla detalla las 




Figura R_11: Resultados de la comparación mediante electroforesis bidimensional convencional (2-DE) 
entre el grupo control sanos, los pacientes con SCA (a excepción de los tratados con Atorvastatina) y los 
pacientes estables. (A) Gráfica representativa del número de manchas con variaciones significativas en 
sus niveles de expresión respecto al grupo control sanos. (B) En este caso se especifica el tipo de 
alteraciones (aumentos en rojo y disminuciones en azul) detectadas en cada grupo. (C) Imágenes de geles 
bidimensionales sobre las que aparecen señaladas las manchas que sufren alteraciones en sus niveles de 
expresión para cada grupo (en rojo las manchas que aumentan y en azul las que disminuyen respecto al 
grupo control). T=0: momento del ingreso; T=4d: cuatro días después; T=2m: dos meses después; T=6m: 




4.1.1.1. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
voluntarios sanos. 
Tras el procesamiento de los datos importados al paquete estadístico SPSS, el 
resultado de la prueba de ANOVA mostró alteraciones en la expresión de algunas 
manchas proteicas en los pacientes con SCA y pacientes estables, respecto de los 
individuos sanos (figura R_11). Detectamos una expresión diferencial estadísticamente 
significativa (p<0.05) en 13 manchas en los pacientes T=0, de los cuales 7 están 
aumentadas, mientras que los 6 restantes se ven disminuidas respecto al grupo control 
sanos. En los pacientes T=4d, las variaciones significativas se reducen a 8 manchas (5 
aumentadas y 3 disminuidas respecto a los sanos). Sin embargo, en los pacientes T=2m 
aparecen 10 diferencias significativas (7 manchas aumentadas y 3 disminuidas respecto 
a los sanos) y en los pacientes T=6m el número de alteraciones significativas se eleva a 
13 (7 manchas aumentadas y 6 disminuidas respecto al grupo control sanos). Esta ligera 
tendencia al alza se dispara dramáticamente al comparar los sanos con los pacientes 
estables, en los que la expresión de 33 manchas proteicas aparece significativamente 
alterada (27 de ellas aumentadas y 6 disminuidas en los estables respecto a los sanos). 
En total, 52 manchas proteicas mostraron alguna alteración estadísticamente 
significativa en sus niveles de expresión. 
4.1.1.2. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
pacientes estables. 
Decidimos estudiar también las diferencias de expresión entre el grupo control 
formado por los pacientes estables y los grupos de pacientes con SCA tomados a 
diferentes tiempos (figura R_12). La prueba de ANOVA indicó en esta ocasión la 
existencia de 37 manchas cuya expresión se encuentra significativamente alterada 
(p<0.05) en los pacientes T=0, 13 de las cuales están aumentadas y 24 disminuidas en 
los pacientes respecto al grupo de estables. Las variaciones significativas se elevan a 39 
en los pacientes T=4d (17 aumentadas y 22 disminuidas respecto a los estables), 
mientras que en los pacientes T=2m aparecen 36 manchas con alteraciones 
significativas en sus niveles de expresión (17 manchas aumentadas y 19 disminuidas 
respecto al grupo de estables). Por último, en los pacientes T=6m, las cifras vuelven a 
ser idénticas a las detectadas en el momento del ingreso (37 alteraciones, estando 13 
manchas aumentadas y 24 disminuidas respecto a los estables), aunque las manchas 




Figura R_12: Resultados de la comparación mediante electroforesis bidimensional convencional (2-DE) 
entre el grupo de pacientes estables, los pacientes con SCA (a excepción de los tratados con 
Atorvastatina) y los sanos. (A) Gráfica representativa del número de manchas con variaciones 
significativas en sus niveles de expresión respecto al grupo de estables. (B) En este caso se especifica el 
tipo de alteraciones (aumentos en rojo y disminuciones en azul) detectadas en cada grupo. (C) Imágenes 
de geles bidimensionales sobre las que aparecen señaladas las manchas que sufren alteraciones en sus 
niveles de expresión para cada grupo (en rojo las manchas que aumentan y en azul las que disminuyen 
respecto al grupo de pacientes estables). T=0: momento del ingreso; T=4d: cuatro días después; T=2m: 





Cabe recordar que las diferencias entre los dos grupos control (sanos y pacientes 
estables) se elevan a 33, mientras que al tomar como referencia los estables, 
consideramos que los niveles de expresión de 27 manchas descienden y, por el 
contrario, se elevan los de 6 de ellas en los sanos. En esta comparación, el número total 
de manchas proteicas con alteraciones estadísticamente significativas en sus niveles de 
expresión ascendió a 55. 
 
4.1.2. Análisis mediante electroforesis bidimensional diferencial 
(2D-DIGE). 
 
Sanos Estables T= 0 T=4 días T=2 meses T=6 meses 
SM2 M6 5A 26B 5C 26D 
SM3 M5 6A 21B 6C 21D 
S5 M4 10A 15B 10C 15D 
SM5 M3 15A 10B 15C 10D 
S10 M2 21A 6B 21C 6D 
S19 M1 26A 5B 26C 5D 
 
Cy3 Cy5 Cy2standard 
SM2 10B Pool (36) 
M6 15C Pool (36) 
5A 10D Pool (36) 
26B SM5 Pool (36) 
5C M3 Pool (36) 
26D 15A Pool (36) 
SM3 21C Pool (36) 
M5 6D Pool (36) 
6A S10 Pool (36) 
21B M2 Pool (36) 
6C 21A Pool (36) 
21D 6B Pool (36) 
S5 5D Pool (36) 
M4 S19 Pool (36) 
10A M1 Pool (36) 
15B 26A Pool (36) 
10C 5B Pool (36) 
15D 26C Pool (36)  
Tabla TR_12: Diseño experimental del análisis de plasma deplecionado mediante electroforesis 
bidimensional diferencial (2D-DIGE) de pacientes con SCA (tratamiento convencional). La tabla resume 
las muestras (detallando el marcaje con el fluorocromo correspondiente) y los grupos experimentales 




Dadas las ventajas que presenta la 2D-DIGE respecto a la 2-DE convencional a la 
hora de realizar estudios comparativos, decidimos realizar de nuevo el mismo 
experimento utilizando esta técnica. Para ello, se incluyeron 6 muestras por cada grupo 
de estudio en el diseño experimental detallado en la tabla TR_12, según el cual cada gel 
contendría 2 muestras diferentes y un control interno. Se prepararon 18 geles de los que 
se obtuvieron 54 imágenes digitalizadas: 36 correspondientes a las muestras incluidas y 
los 18 controles internos que permitirían al programa “DeCyder Differential Analysis 
Software” la co-detección de los puntos en cada gel, su emparejamiento con el resto de 
los geles y la normalización de las cuantificaciones.A pesar de que el número de 
manchas detectadas por DeCyder en estos geles era similar al detectado por PDQuest 
para los geles convencionales, la distribución de las mismas era diferente. En este caso, 
al contrario de lo que ocurría en los geles teñidos con plata, las manchas localizadas en 
la región superior del gel se resolvían mucho mejor y el programa era capaz de 
detectarlas adecuadamente. En consecuencia, la mayoría de las manchas detectadas se 
encontraban en el rango de masa molecular entre 60 y 120 kDa, mientras que en la 
región por debajo de 60 kDa se visualizaban menos que en los geles convencionales, 
por lo que en esta ocasión se analizaron las imágenes de los geles completos, 
incluyendo 777 manchas proteicas en el estudio.  
4.1.2.1. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
voluntarios sanos. 
Tras la detección de las manchas proteicas y el emparejamiento de las mismas, el 
programa DeCyder realizó la prueba de ANOVA, que reveló nuevamente cambios en 
los niveles de expresión de varias manchas proteicas en los pacientes con SCA y 
pacientes estables, respecto de los individuos sanos (figura R_13). En los pacientes T=0 
hallamos alteraciones estadísticamente significativas (p<0.05) en la expresión de 15 
manchas respecto a los sanos, 12 de las cuales aumentan en los pacientes mientras que 
sólo 3 disminuyen. Sin embargo, en los pacientes T=4d el número de variaciones 
significativas se eleva a 30, estando la mitad de ellas aumentadas respecto a los sanos y 
la otra mitad disminuidas. En los pacientes T=2m detectamos 19 manchas expresadas 
diferencialmente (11 aumentadas en los pacientes y 8 disminuidas respecto al grupo 
control sanos), cifras que prácticamente se mantienen en los pacientes T=6m, donde 






Figura R_13: Resultados de la comparación mediante electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) 
entre el grupo control sanos, los pacientes con SCA (a excepción de los tratados con Atorvastatina) y los 
pacientes estables. (A) Gráfica representativa del número de manchas con variaciones significativas en 
sus niveles de expresión respecto al grupo control sanos. (B) En este caso se especifica el tipo de 
alteraciones (aumentos en rojo y disminuciones en azul) detectadas en cada grupo. (C) Imágenes de geles 
bidimensionales sobre las que aparecen señaladas las manchas que sufren alteraciones en sus niveles de 
expresión para cada grupo (en rojo las manchas que aumentan y en azul las que disminuyen respecto al 
grupo control). T=0: momento del ingreso; T=4d: cuatro días después; T=2m: dos meses después; T=6m: 





Figura R_14: Resultados de la comparación mediante electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) 
entre el grupo de pacientes estables, los pacientes con SCA (a excepción de los tratados con 
Atorvastatina) y los sanos. (A) Gráfica representativa del número de manchas con variaciones 
significativas en sus niveles de expresión respecto al grupo de estables. (B) En este caso se especifica el 
tipo de alteraciones (aumentos en rojo y disminuciones en azul) detectadas en cada grupo. (C) Imágenes 
de geles bidimensionales sobre las que aparecen señaladas las manchas que sufren alteraciones en sus 
niveles de expresión para cada grupo (en rojo las manchas que aumentan y en azul las que disminuyen 
respecto al grupo de pacientes estables). T=0: momento del ingreso; T=4d: cuatro días después; T=2m: 





Por último, en el grupo de estables los niveles de expresión de 22 manchas 
proteicas mostraron alteraciones significativas (aumentando 13 de ellas y disminuyendo 
9) respecto a los sanos. En conjunto, 49 manchas proteicas presentaron diferencias de 
expresión estadísticamente significativas en esta comparación. 
4.1.2.2. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
pacientes estables. 
Los resultados obtenidos tras el análisis de la varianza en esta ocasión se resumen 
en la figura R_14. Aparecieron diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) en 
los niveles de expresión de 36 manchas proteicas en los pacientes T=0, estando 
aumentadas 27 de ellas respecto a los estables, mientras que las 9 restantes disminuyen. 
Las variaciones significativas se reducen primero a 30 (15 aumentadas respecto a los 
estables y 15 disminuidas) en los pacientes T=4d y después a 25 (15 aumentadas y 10 
disminuidas respecto a los estables) en el caso de los pacientes T=2m. En los pacientes 
T=6m detectamos de nuevo 30 manchas diferencialmente expresadas, 16 de las cuales 
aumentan y 14 disminuyen respecto al grupo de pacientes estables que, como ya se 
detalló en el apartado anterior, presenta sólo 22 diferencias con el grupo control sanos. 
El número de manchas proteicas diferencialmente expresadas en conjunto ascendió a 55 
en esta comparación. 
4.1.2.3. Análisis Multivariante 
Además de los resultados estadísticos descritos en los apartados anteriores el 
análisis mediante 2D-DIGE, el módulo EDA del programa DeCyder Differential 
Analysis Software v. 6.5 nos permite realizar un estudio estadístico avanzado, buscando 
patrones y relaciones en los datos de expresión obtenidos utilizando para ello análisis 
multivariantes y métodos de clasificación complejos. 
Para realizar estos análisis avanzados, decidimos filtrar los datos de manera que 
pudiésemos trabajar únicamente con aquellas manchas proteicas cuya expresión 
diferencial fuese estadísticamente significativa. Para ello, se realizó un análisis de 
expresión diferencial empleando la prueba de ANOVA. De las 777 manchas proteicas 
incluidas en el conjunto de datos inicial, se seleccionaron aquellas que presentaban 
alguna alteración estadísticamente significativa en sus niveles de expresión (p<0.05) y 
que estaban presentes en, al menos, el 80% de los mapas proteicos de las muestras (lo 
que en adelante, para abreviar, llamaremos “las muestras”). Así, se generó un 
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subconjunto filtrado de 21 manchas proteicas, con el que se realizaron los análisis de 
componentes principales y análisis de patrones. 
a) Análisis de Componentes Principales (ACP) 
 
Figura R_15: Análisis de componentes principales del subconjunto de datos filtrado a partir del conjunto 
de datos inicial, que incluía 36 muestras y 21 manchas proteicas. (A) Resultados del análisis de 
componentes principales calculados tomando como variables las 36 muestras. El primer componente 
principal explica el 36.6% de la varianza y el segundo el 21.2%. En el “gráfico de puntuación” (score 
plot, a la izquierda) se muestran las manchas proteicas y se puede observar la presencia de un valor 
extremo o atípico. En el “gráfico de contribución” (loading plot, a la derecha) aparecen representadas las 
muestras. (B) Resultados del análisis de componentes principales calculados tomando como variables las 
21 manchas proteicas. El primer componente principal explica el 42.7% de la varianza y el segundo el 
19.9%. En el “gráfico de puntuación” (score plot, a la izquierda) aparecen representadas las muestras y se 
puede apreciar la existencia de dos valores extremos o atípicos (una muestra perteneciente al grupo de 
individuos sanos y otra del grupo de pacientes T=0). El “gráfico de contribución” (loading plot, a la 





La figura R_15 muestra los resultados obtenidos tras el análisis de componentes 
principales (ACP) del conjunto de datos filtrado (36 muestras y 21 manchas proteicas 
con alteraciones estadísticamente significativas en sus niveles de expresión). En el 
gráfico de puntuación en el que se representan las manchas proteicas (figura R_15A) 
aparece un valor extremo o atípico, lo que nos indica que se trata de una mancha con 
una expresión diferencial muy marcada. Por su parte, en el gráfico de puntuación en que 
aparecen representadas las muestras (figura R_15B), podemos observar que dos 
muestras aparecen fuera del intervalo de confianza delimitado por la elipse, lo que 
supone que estábamos incluyendo en el análisis dos muestras con perfiles de expresión 
extremos o atípicos respecto a sus respectivos grupos experimentales. Para evitar que la 
presencia de estas muestras pudiese alterar los resultados, decidimos seleccionar un 
nuevo conjunto de datos que incluyese las 21 manchas proteicas pero que excluyese las 
muestras con perfiles anómalos. De hecho, se eliminó una de cada grupo, para mantener 
el mismo número de muestras por grupo en el análisis. Con este nuevo conjunto de 
datos (30 muestras y las 21 manchas proteicas), se realizó un nuevo ACP, cuyo 
resultado se muestra en la figura R_16. Los resultados obtenidos con este nuevo 
subconjunto de datos no muestran valores extremos o atípicos en el gráfico de 
puntuación de las muestras (figura R_16B) y nos permite apreciar un cierto grado de 
agrupación de las mismas en cada grupo experimental: los sanos se distribuyen en los 
dos cuadrantes inferiores y los pacientes estables están en los cuadrantes a la izquierda 
del gráfico, sobre todo en el inferior; los pacientes T=0, al contrario, están distribuidos a 
lo largo de los cuadrantes a la derecha del gráfico, mientras que los pacientes T=4d y 
T=2m co-agrupan en los cuadrantes superiores (sobre todo en el superior derecho) y los 
pacientes T=6m se distribuyen en una diagonal desde el cuadrante superior derecho 
hacia el inferior izquierdo, en torno al centro del gráfico. En el caso del gráfico de 
puntuación que muestra las manchas proteicas (figura R_16A), volvemos a observar la 
presencia de un valor extremo o atípico que, en realidad es la misma mancha proteica 
que aparecía en la figura R_15A, lo que supone que seguimos estando ante una mancha 
con una expresión diferencial muy marcada. Además, relativamente cerca de esta 
mancha (aunque dentro del intervalo de confianza) aparecen otras dos manchas 
proteicas, alejadas del resto que parecen agruparse en torno al eje vertical (primer 
componente principal) del gráfico. Estas otras dos manchas podrían tener un patrón de 




Figura R_16: Análisis de componentes principales del subconjunto de datos filtrado a partir del anterior, 
que incluía 30 muestras y 21 manchas proteicas. (A) Resultados del análisis de componentes principales 
calculados tomando como variables las 30 muestras. El primer componente principal explica el 40% de la 
varianza y el segundo el 19.2%. En el “gráfico de puntuación” (score plot, a la izquierda) se muestran las 
manchas proteicas y se puede observar que sigue existiendo un valor extremo o atípico. En el “gráfico de 
contribución” (loading plot, a la derecha) aparecen representadas las muestras. (B) Resultados del análisis 
de componentes principales calculados tomando como variables las 21 manchas proteicas. El primer 
componente principal explica el 39.5% de la varianza y el segundo el 18.7%. En el “gráfico de 
puntuación” (score plot, a la izquierda) aparecen representadas las muestras. En este caso no aparece 
ningún valor extremo o atípico. El “gráfico de contribución” (loading plot, a la derecha) muestra la 
distribución de las manchas proteicas. 
b) Análisis de patrones 
A continuación, seleccionamos el conjunto de datos generado después del primer 
análisis de componentes principales (con 30 muestras y 21 manchas proteicas 
significativamente alteradas), que excluía las muestras con perfiles de expresión 




tipos de clasificación no supervisada: Clasificación jerárquica, clasificación de k-medias 
y clasificación mediante mapas auto-organizativos. 
• Análisis de grupos jerárquico (clasificación jerárquica).  
Realizamos este análisis dos veces: en el primer caso seleccionamos la distancia 
Euclídea como medida de la similitud (figura R_17A), para ver los grupos que se 
formaban según los valores absolutos de expresión y en el segundo caso seleccionamos 
el coeficiente de Pearson (figura R_17B), para ver si había diferencias al clasificar 
según las tendencias de expresión. En ambos casos podemos observar un cierto grado 
de agrupación en las muestras (como ocurría en el ACP) y también en las manchas 
proteicas, aunque se distribuyen de manera diferente en uno y otro caso. En el análisis 
que utiliza la distancia Euclídea para estimar la similitud (figura R_17A), el 
dendrograma parece dividir las muestras en tres grupos: el primero de ellos (a la derecha 
del panel) está formado por los estables (en el extremo), junto con una gran parte de los 
sanos y dos pacientes T=6m. El segundo grupo (en el centro) engloba la mayoría de los 
pacientes T=0, intercalados con algunos sanos y el tercer grupo contiene una mezcla de 
los pacientes T=4d, T=2m y T=6m. Por su parte, el dendrograma que clasifica las 
manchas proteicas muestra dos grupos principales: uno bien diferenciado que agrupa 
tres manchas (en el extremo inferior del panel) y otro grande que podría dividirse en 
otros tres subgrupos. Cuando utilizamos el coeficiente de Pearson como medida de la 
similitud (figura R_17B), en el dendrograma que representa las muestras aparecen de 
nuevo tres grupos que son prácticamente los mismos que en el caso anterior, pero 
ordenados de modo diferente: en este caso, el grupo de los pacientes con SCA T=4d, 
T=2m y T=6m se mantiene en el extremo izquierdo (aunque el orden de las muestras 
dentro del grupo está variado), mientras que en el extremo derecho aparece el grupo que 
contiene la mayoría de los pacientes T=0 mezclados con algunos sanos. El grupo en el 
que se incluyen los pacientes estables y el resto de los sanos está en el centro. En cuanto 
a las manchas proteicas, esta vez podemos observar que aparecen 5 grupos 
aparentemente más homogéneos (o más uniformes entre sí) respecto a los grupos 




Figura R_17: Diagramas de calor obtenidos tras la clasificación jerárquica de los datos. El dendrograma 
horizontal muestra la clasificación de las muestras, mientras que el dendrograma vertical corresponde a 
las manchas proteicas. (A) Similaridad estimada mediante la distancia Euclídea. (B) Similaridad estimada 





• Análisis de grupos de k-medias (clasificación de k-medias).  
El programa encontró en nuestro conjunto de datos dos categorías en las que 
repartió las 21 manchas proteicas según sus patrones de expresión, formando dos grupos 
(figura R_18). Observamos un grupo que incluye 18 manchas (Grupo 1) con perfiles de 
expresión muy heterogéneos y, por tanto, con un valor “q” muy pequeño (q: 8.5), 
mientras que el otro grupo (Grupo 2) está formado sólo por 3 manchas que presentan 
unos perfiles de expresión muy semejantes entre ellas, lo que se refleja en su valor “q” 
(q: 78.5). 
 
Figura R_18: Resultados de la clasificación de k-medias. El programa encontró dos categorías (arriba, el 
cuadro de categorías muestra sus valores “q” y el número de manchas incluidas en cada una) en las que 
repartió las 21 manchas proteicas según sus patrones de expresión, formando los dos grupos (1 y 2). Los 
gráficos correspondientes a cada grupo aparecen numerados. En cada uno de ellos aparecen representados 
los perfiles de expresión de las manchas proteicas pertenecientes al grupo, detalladas en la lista que 
aparece a la derecha de cada gráfico. 
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• Mapas auto-organizativos (“Self Organizing Maps”, SOM). 
En este caso, al igual que en la clasificación jerárquica, pudimos realizar el 
análisis de dos maneras diferentes, calculando la similitud según la distancia Euclídea 
(figura R_19) y mediante el coeficiente de Pearson (figura R_20). En el primer caso, el 
programa asignó las manchas proteicas a 6 de las 9 categorías, pero solo 4 de ellas 
contenían más de un elemento, por lo que podemos decir que el programa sólo detectó 
cuatro grupos (figura R_19), dos de los cuales (Grupo 1, con 2 manchas y Grupo 3, con 
3 manchas) presentaban un buen valor “q” (71.3 y 78.5 respectivamente). 
Curiosamente, el Grupo 3 es idéntico al Grupo 2 obtenido en la clasificación de k-
medias e incluso tiene el mismo valor “q”.  
 
Figura R_19: Resultados de la clasificación mediante Mapas auto-organizativos, utilizando como medida 
de la similitud la distancia Euclídea. El programa asignó las 21 manchas proteicas a 6 de las 9 categorías 
(arriba, el cuadro de categorías muestra sus valores “q” y el número de manchas incluidas en cada una), 
formando cuatro grupos. Los gráficos correspondientes a cada grupo aparecen numerados. Cada uno de 
ellos muestra los perfiles de expresión de las manchas proteicas pertenecientes al grupo, detalladas en la 





Figura R_20: Resultados de la clasificación mediante Mapas auto-organizativos, utilizando como medida 
de la similitud el coeficiente de Pearson. El programa volvió a repartir las 21 manchas proteicas en 6 de 
las 9 categorías (arriba, el cuadro de categorías muestra sus valores “q” y el número de manchas incluidas 
en cada una), formando en este caso cinco grupos. Los gráficos correspondientes a cada grupo aparecen 
numerados. Cada uno de ellos muestra los perfiles de expresión  de las manchas proteicas pertenecientes a 
cada grupo, detalladas en la lista que aparece a la derecha de cada gráfico. 
 
Cuando se repitió el análisis utilizando el coeficiente de Pearson como medida de 
la similitud (figura R_20), el programa volvió a asignar las manchas proteicas a 6 de las 
9 categorías, pero en esta ocasión fueron 5 los grupos que encontró. Uno de ellos 
(Grupo1, con 2 manchas) presentaba un muy buen valor “q” (84.6) y dos más (Grupo 7, 
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con 3 manchas y Grupo 9, con 4 manchas) tuvieron un valor “q” menor (68.0 y 60.2 
respectivamente). 
4.2. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento con 
Atorvastatina). 
En esta ocasión, de nuevo nos interesaba saber si existían diferencias entre el 
grupo tratado con Atorvastatina y el grupo que había recibido la terapia convencional, 
por lo cual comparamos las muestras de los pacientes que habían recibido el tratamiento 
con Atorvastatina [pacientes T=2m(+ATV)] con las de aquellos que recibieron 
tratamiento convencional (pacientes T=2m) y con el grupo control (sanos).  
4.2.1. Análisis mediante electroforesis bidimensional convencional 
(2-DE). 
Para realizar este análisis, decidimos incluir el nuevo grupo (pacientes tratados 
con Atorvastatina durante los 2 meses posteriores al episodio agudo) dentro del 
experimento anterior. La tabla TR_13 resume el experimento resultante, que contenía 
nuevamente entre 6 y 10 geles por grupo de estudio.  







S5 M1 4A 5B 5C 5D 23Catv 
S10 M2 5A 6B 6C 6D 34Catv 
S12  M3 6A 10B 10C 10D 35Catv 
S18 M4 10A 15B 15C 15D 37Catv 
S19  M5 15A 21B 21C 21D 38Catv 
SM1 M6 21A 26B 26C 26D 39Catv 
SM2 M7 26A        
SM3  M10 30A        
SM4  M11 45A        
SM5 M12 50A          
Tabla TR_13: Diseño experimental del análisis de plasma deplecionado mediante electroforesis 
bidimensional convencional (2-DE) de pacientes con SCA (tratamiento con Atorvastatina). La tabla 
detalla las muestras y grupos experimentales incluidos en el estudio. 
 
Las imágenes digitalizadas de los geles teñidos con plata fueron procesadas 
utilizando el programa PDQuest 2-D Analysis Software (ver Materiales y métodos). Al 
igual que en el apartado 4.1.1, se analizaron las regiones de masa molecular inferior a 
60 kDa. Tras el densitometrado y normalización de los datos, estos fueron exportados al 
programa SPSS mediante el cual se realizó la prueba de ANOVA y los resultados 
obtenidos aparecen representados en la figura R_21. Las diferencias estadísticamente 




convencional) se mantuvieron en 10 manchas (7 manchas aumentadas y 3 disminuidas 
respecto a los sanos). La expresión de 9 de estas 10 manchas se normalizó en los 
pacientes tratados con Atorvastatina [pacientes T=2m(+ATV)], mientras que la mancha 
restante no solo no se normalizaba, sino que su expresión estaba aún más aumentada 
respecto a los sanos que en los pacientes T=2m. Por otra parte, en los pacientes tratados 
con Atorvastatina aparecieron 9 manchas proteicas diferencialmente expresadas 
respecto a los sanos (3 aumentadas y 6 disminuidas), que no estaban alteradas en los 
pacientes T=2m. Este análisis detectó en total 19 manchas proteicas diferencialmente 
expresadas. 
 
Figura R_21: Resultados de la comparación mediante electroforesis bidimensional convencional (2-DE) 
entre el grupo control sanos, los pacientes T=2m y T=2m(+ATV). (A) Gráfica representativa del número 
de manchas con alteraciones significativas de sus niveles de expresión respecto al grupo de controles 
sanos. (B) En este caso se especifica el tipo de alteraciones (aumentos en rojo y disminuciones en azul) 
detectadas en cada grupo. (C) Imágenes de geles bidimensionales sobre las que aparecen señaladas las 
manchas que sufren alteraciones en sus niveles de expresión para cada grupo (en rojo las manchas que 
aumentan y en azul las que disminuyen respecto al grupo control). T=2m: muestras obtenidas 2 meses 
después del SCA de pacientes que recibieron el tratamiento convencional. T=2m(+ATV): muestras 






4.2.2. Análisis mediante electroforesis bidimensional diferencial 
(2D-DIGE). 
Debido a las características del propio sistema DIGE, en este caso no fue posible 
incluir las nuevas muestras dentro del experimento anterior, por lo que se diseñó un 
nuevo experimento (detallado en la tabla TR_14) incluyendo, como en el caso anterior, 
6 muestras por cada grupo de estudio. En esta ocasión se prepararon 9 geles de los que 
se obtuvieron 18 imágenes digitalizadas correspondientes a las muestras incluidas y los 
9 controles internos necesarios para su procesamiento mediante el programa “DeCyder 
Differential Analysis Software”.  
Sanos T=2 meses 
T=2 meses 
(+ATV) 
SM2 5C 23Catv 
SM3 6C 34Catv 
S5 10C 35Catv 
SM5 15C 37Catv 
S10 21C 38Catv 
S19 26C 39Catv  
Cy3 Cy5 Cy2standard 
SM2 15C Pool (18) 
SM3 38Catv Pool (18) 
6C S10 Pool (18) 
10C 39Catv Pool (18) 
23Catv SM5 Pool (18) 
S19 37Catv Pool (18) 
34Catv 21C Pool (18) 
5C S5 Pool (18) 
35Catv 26C Pool (18) 
 
Tabla TR_14: Diseño experimental del análisis de plasma deplecionado mediante electroforesis 
bidimensional diferencial (2D-DIGE) de pacientes con SCA (tratamiento con Atorvastatina). La tabla 
resume las muestras (detallando el marcaje con el fluorocromo correspondiente) y los grupos 
experimentales incluidos en el estudio. 
 
Tal y como ocurrió en el primer experimento 2D-DIGE, se analizaron las 
imágenes de los geles completos, incluyendo esta vez 876 manchas proteicas sobre las 
que el programa realizó el análisis de la varianza (ANOVA). Los resultados obtenidos 
aparecen ilustrados en la figura R_22, donde se observa que el número de diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.01) aparecidas al comparar las muestras de los 
pacientes T=2m (tratamiento convencional) con el grupo control sanos asciende en este 
caso a 29 (14 que aumentan y 15 que disminuyen). De ellas, 14 manchas fueron 




estando significativamente alteradas (6 disminuidas y 9 aumentadas). En algunos casos, 
estas variaciones en la expresión eran incluso más notables que en los pacientes T=2m 
respecto a los sanos. Además, el análisis mostró 4 manchas proteicas diferencialmente 
expresadas en los pacientes T=2m(+ATV) respecto a los sanos (aumentando una y 
disminuyendo las otras 3), que no estaban alteradas en los pacientes T=2m. En total, 33 
manchas proteicas presentaron diferencias de expresión estadísticamente significativas 
en este análisis. 
 
Figura R_22: Resultados de la comparación mediante electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) 
entre el grupo control sanos, los pacientes T=2m y T=2m(+ATV). (A) Gráfica representativa del número 
de manchas con alteraciones significativas de sus niveles de expresión respecto al grupo de controles 
sanos. (B) En este caso se especifica el tipo de alteraciones (aumentos en rojo y disminuciones en azul) 
detectadas en cada grupo. (C) Imágenes de geles bidimensionales sobre las que aparecen señaladas las 
manchas que sufren alteraciones en sus niveles de expresión para cada grupo (en rojo las manchas que 
aumentan y en azul las que disminuyen respecto al grupo control). T=2m: muestras obtenidas 2 meses 
después del SCA de pacientes que recibieron el tratamiento convencional. T=2m(+ATV): muestras 
obtenidas 2 meses después del SCA de pacientes que recibieron el tratamiento con Atorvastatina. 
4.2.2.1. Análisis Multivariante 
Como ocurría en el apartado 4.1.2, al tratarse de un experimento 2D-DIGE el 
análisis mediante el módulo EDA del programa DeCyder nos permite realizar un 
estudio estadístico avanzado. Del mismo modo que ocurría en la ocasión anterior, lo 
primero que se hizo fue un análisis de expresión diferencial (empleando la prueba de 
ANOVA) mediante el cual filtramos los datos para trabajar con el conjunto de manchas 
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proteicas diferencialmente expresadas (p<0.01) y presentes en, al menos, el 80% de los 
mapas proteicos. De las 876 manchas iniciales, se seleccionó un conjunto filtrado de 19 
manchas con las que realizaríamos el análisis de componentes principales y el análisis 
de patrones. 
a) Análisis de Componentes Principales (ACP) 
 
Figura R_23: Análisis de componentes principales del subconjunto de datos filtrado a partir del conjunto 
de datos inicial, que incluía 18 muestras y 19 manchas proteicas. (A) Resultados del análisis de 
componentes principales calculados tomando como variables las 18 muestras. El primer componente 
principal explica el 47.5% de la varianza y el segundo el 25.2%. En el “gráfico de puntuación” (score 
plot, a la izquierda) se muestran las manchas proteicas y se puede observar que existe un valor extremo o 
atípico. En el “gráfico de contribución” (loading plot, a la derecha) aparecen representadas las muestras. 
(B) Resultados del análisis de componentes principales calculados tomando como variables las 19 
manchas proteicas. El primer componente principal explica el 46.9% de la varianza y el segundo el 
26.7%. En el “gráfico de puntuación” (score plot, a la izquierda) aparecen representadas las muestras, sin 
que se aprecie ningún valor extremo o atípico. El “gráfico de contribución” (loading plot, a la derecha) 




Con el conjunto de datos filtrado (18 muestras y 19 manchas proteicas), se realizó 
el análisis de componentes principales (ACP), cuyo resultado se muestra en la figura 
R_23. El gráfico de puntuación (score plot) en que aparecen representadas las muestras 
(figura R_23B) en esta ocasión no presenta valores extremos o atípicos. Las muestras de 
cada grupo experimental aparecen agrupadas en tres núcleos que corresponden a los tres 
grupos experimentales. En el gráfico de puntuación que muestra las manchas proteicas 
(figura R_23A) sí aparece un valor extremo o atípico que no correspondía a una mancha 
mal emparejada, por lo que nuevamente debíamos encontrarnos ante un caso de 
expresión diferencial muy acentuada. El resto de las manchas parecen formar dos 
grupos diferentes y sin relación con el valor extremo o atípico, uno de ellos muy 
compacto en el cuadrante superior derecho y el resto en el cuadrante inferior izquierdo, 
aunque es un grupo mucho más disperso. 
b) Análisis de patrones 
Sobre este mismo conjunto de datos (18 muestras y 19 manchas proteicas), 
realizamos los tres tipos de clasificación no supervisada descritos anteriormente. 
• Análisis de grupos jerárquico (clasificación jerárquica).  
El análisis se realizó dos veces, empleando una medida de similitud diferente en 
cada ocasión (figura R_24). En este experimento el programa agrupó las muestras 
perfectamente en ambos casos, siendo idéntica incluso la ordenación de los tres grupos 
(el grupo de sanos a la derecha del panel, los pacientes T=2m en el centro y los 
pacientes T=2m(+ATV) en el extremo izquierdo). Sin embargo, la agrupación de las 
manchas proteicas muestra algunas variaciones entre los dos análisis. Cuando 
estimamos la similitud mediante la distancia Euclídea (figura R_24A) aparecieron 3 
grupos principales (aunque el grupo central podríamos subdividirlo en otros tres 
subgrupos). En el análisis que utiliza el coeficiente de Pearson para estimar la similitud 





Figura R_24: Diagramas de calor obtenidos tras la clasificación jerárquica de los datos. El dendrograma 
horizontal muestra la clasificación de las muestras, mientras que el dendrograma vertical corresponde a 
las manchas proteicas. (A) Similaridad estimada mediante la distancia Euclídea. (B) Similaridad estimada 






• Análisis de grupos de k-medias (clasificación de k-medias).  
El programa determinó la existencia de 5 categorías en las que repartió las 19 
manchas proteicas según sus patrones de expresión (figura R_25), formando tres grupos 
(las otras dos categorías no las consideramos como grupo ya que contenían un único 
elemento cada una). Dos de ellos (Grupo 1 con 5 manchas y Grupo 3 con 2 manchas) 
obtuvieron valores “q” bastante altos (73.4 y 86.7 respectivamente), mientras que el 
Grupo 2 (con 10 manchas) presentó un valor “q” más discreto (58.5). 
 
Figura R_25: Resultados de la clasificación de k-medias. El programa encontró cinco categorías (arriba, 
el cuadro de categorías muestra sus valores “q” y el número de manchas incluidas en cada una) en las que 
distribuyó las 19 manchas proteicas según sus patrones de expresión, formando tres grupos (1, 2 y 3). Los 
gráficos correspondientes a cada grupo aparecen numerados. Cada uno de ellos muestra los perfiles de 
expresión de las manchas proteicas pertenecientes a cada grupo, detalladas en la lista que aparece a la 





• Mapas auto-organizativos (“Self Organizng Maps”, SOM).  
En este caso volvimos a realizar el análisis con los mismos ajustes y calculando la 
similitud de las dos maneras posibles (coeficiente de Pearson y distancia Euclídea). 
 
Figura R_26: Resultados de la clasificación mediante Mapas auto-organizativos, utilizando como medida 
de la similitud la distancia Euclídea. El programa repartió las 19 manchas proteicas en 5 de las 9 
categorías (arriba, el cuadro de categorías muestra sus valores “q” y el número de manchas incluidas en 
cada una), formando cuatro grupos. Los gráficos correspondientes a cada grupo aparecen numerados. 
Cada uno de ellos muestra los perfiles de expresión de las manchas proteicas pertenecientes a cada grupo, 




En la clasificación basada en la distancia Euclídea (figura R_26), las manchas 
proteicas fueron asignadas a 5 de las 9 categorías, formando cinco grupos. Tres de ellos 
(Grupo 1, con 5 manchas, Grupo 2 y Grupo 9, con 2 manchas cada uno) presentaron 
muy buenos valores “q” (76.1, 80.5 y 86.7 respectivamente), mientras que los dos 
restantes (Grupo 3, con 4 manchas y Grupo 6, con 7 manchas) mostraron valores “q” 
más discretos (54.1 y 54.8 respectivamente). Por su parte, el análisis en el que estimó la 
similitud mediante el coeficiente de Pearson (figura R_27), clasificó las manchas 
proteicas en 7 de las 9 categorías, formando tres grupos, uno de los cuales tuvo un valor 
“q” de 83.7 (Grupo 8, con 2 manchas), mientras que los dos restantes (Grupo 3 y Grupo 
7, con 6 y 7 manchas respectivamente) tuvieron valores “q” algo menores (54.8 y 65.2). 
 
Figura R_27: Resultados de la clasificación mediante Mapas auto-organizativos, utilizando como medida 
de la similitud el coeficiente de Pearson. El programa asignó las 19 manchas proteicas a 7 de las 9 
categorías (arriba, el cuadro de categorías muestra sus valores “q” y el número de manchas incluidas en 
cada una), formando en este caso cinco grupos. Los gráficos correspondientes a cada grupo aparecen 
numerados. Cada uno de ellos muestra los perfiles de expresión de las manchas proteicas pertenecientes a 
cada grupo, detalladas en la lista que aparece a la derecha de cada gráfico 
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5. Identificación de proteínas 
Todas las manchas proteicas que mostraron alteraciones significativas de sus 
niveles de expresión en alguno de los análisis realizados fueron recortadas de los geles 
para su posterior digestión con tripsina y análisis mediante espectrometría de masas por 
MALDI-TOF o MALDI-TOF-TOF.  
 
Figura R_28: Ejemplo de identificación de una mancha proteica mediante espectrometría de masas 
MALDI-TOF. Arriba se muestra el espectro de masas obtenido para la mancha proteica nº 614. Abajo se 





Los espectros de masas obtenidos (huellas peptídicas en el caso de MALDI-TOF 
y espectros de fragmentación en MALDI-TOF-TOF) se utilizaron como en el caso de 
los monocitos para tratar de identificar las proteínas correspondientes empleando 
“MASCOT” (figura R_28). A continuación se detallan las identificaciones obtenidas 
para cada uno de los análisis realizados. 
5.1. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento 
convencional) mediante electroforesis bidimensional 
convencional (2-DE) 
El análisis mediante 2-DE del plasma deplecionado de los pacientes con SCA que 
habían recibido el tratamiento convencional, los pacientes estables y los voluntarios 
sanos, reveló la existencia de un total de 64 manchas proteicas cuyos niveles de 
expresión mostraban diferencias estadísticamente significativas en la prueba de 
ANOVA (p<0.05) en el conjunto de comparaciones realizadas (52 en la comparación 
con sanos y 55 en la comparación con estables). De estas 64 manchas (que aparecen 
numeradas en la figura R_29), 56 fueron identificadas con éxito, mientras que las 8 
restantes quedaron sin identificar. 
 
Figura R_29: Imagen representativa de un gel 2-DE sobre el que aparecen señaladas y numeradas las 
manchas proteicas que mostraron diferencias estadísticamente significativas en el análisis de los pacientes 

























708    2,81  Alpha-2-HS-glycoprotein  258 40098 5,43 10 P02765 
1303  1,52    TPM4 306 27570 4,77 58 P67936 
2002     2,35             
2307  1,42   3,19 Fibrinogen Gamma 117 35497 5,86 22 P02679 
2412     3 Fibrinogen Gamma 165 24337 6,49 22 P02679 
2502 1,66  3,03 2,34  Triosephosphate isomerase  145 27095 6,9 36 P60174 
2512 1,55     Zinc-alpha-2-glycoprotein 134 34079 5,57 18 P25311 
3101     2,92 Fibrinogen Gamma 112 24337     P02679 
3102     2,87             
3305     2,86 Fibrinogen Gamma 150 46823 5,54 24 P02679 
3307     2,42 Fibrinogen Gamma 143 52106 5,37 25 P02679 
3415 -2,79                 
3506     -2,66 Apolipoprotein A-IV 118 43358 5,22 19 P06727 
3603     1,31 Complement C3 109 188569 6,02 1 P01024 
3707  1,65    Fibrinogen Gamma 162 35497 5,86 35 P02679 
4214 1,36  1,33 1,37 1,43 Apolipoprotein A-I 339 28061 5,27 70 P02647 
4215 1,39 1,37 1,42  1,45 Apolipoprotein A-I 328 28061 5,27 67 P02647 
4301     3,11 Fibrinogen Gamma 140 35497 5,86 29 P02679 
4411     3,44             
4604     3,61             
4606 -1,43     Hemopexin 111 52385 6,55 4 P02790 
4607     2,71 Vitamin D Binding Protein 141 54526 5,4 25 P02774 
4702    -1,89 -2,57 Fibrinogen Gamma 114 52106 5,37 6 P02679 
4817 -2,17 -2,91 -2,9 -2,35  Vitamin D Binding Protein 361 52780 5,17 47 P02774 
5003  -1,73    Transthyretin; TTR 119 15991 5,52 34 P02766 
5104 -2,11     Transthyretin; TTR 169 4624 8,18 59 P02766 
5205     1,58 Apolipoprotein A-I 111 30759 5,56 4 P02647 
5301 2,42    3,33 
Complex-forming glycoprotein HC 
(alpha-1-microglobulin) 152 20592 5,84 13 P02760 
5302   1,54 1,56 1,59 Transthyretin 108 12671 5,26 33 P02766 
5305  -2,62 -2,72   Inter-alpha-trypsin inhibitor 183 103489 6,51 4 Q14624 
5401     2,84             
5501 2,10   2,06  Beta-Actin 160 39446 5,78 26 P60709 
5505    -1,7 -3,3 CD5 antigen-like  188 39603 5,28 44 O43866 
5808 -2,39     Fibrinogen Gamma 125 52106 5,37 16 P02679 
6218     2,23 Apolipoprotein A-I 177 30759 5,56 14 P02647 
6719   2,19   Fibrinogen Gamma 176 46823 5,54 33 P02679 
6808    -4,95  Fibrinogen Beta 174 51358 7,95 24 P02675 
7201     1,6 Apolipoprotein A-I 94 30759 5,56 4 P02647 
7204     3,14 Apolipoprotein A-I 100 23389 5,55 26 P02647 
7302     1,81 Vitamin D Binding Protein 155 54526 5,4 26 P02774 
7604     2,39 Fibrinogen Beta 167 52759 8,33 24 P02675 
7605   1,34   Fibrinogen Beta 143 56577 8,54 19 P02675 
7608     1,93 Fibrinogen Beta 266 40167 6,95 38 P02675 
7609     2,12 Fibrinogen Beta 130 52759 8,33 20 P02675 
7812 -2,28  -2,41 -2,94 -1,68 Fibrinogen Beta 94 51358 7,95 16 P02675 
8003 1,89 2,14    
Amyloid related serum protein 
SAA 162 11675 5,89 70 P02735 
8303     1,95 Fibrinogen Beta 157 28040 8,16 14 P02675 
8402     -2,06 Hakata antigen 203 33381 6,2 22 O75636 
8601    1,44  Pigment epithelium-derived factor 126 46484 5,97 6 P36955 
8701     1,62 Hemopexin 165 52385 6,55 17 P02790 
8703    -1,48 -1,42 Fibrinogen Beta 235 38081 5,84 46 P02675 
9702   1,49 1,69  Hemopexin 106 45916 6,62 18 P02790 
 
Tabla TR_15: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación del plasma deplecionado de los 
pacientes con SCA y el grupo control sanos mediante 2-DE, incluyendo las correspondientes 
identificaciones. En la primera columna aparece el número identificativo de cada mancha. A 
continuación, las columnas correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el rojo 
representa aumento, el azul disminución respecto los sanos y el blanco indica que no existen diferencias. 
En las casillas rojas y azules aparece además el correspondiente cociente de variación. Mowse Score, 
puntuación obtenida por la identificación en el programa MASCOT; MM (Da), Masa molecular (en 




asignado por la base de datos SwissProt a cada proteína; S vs T=0, comparación de los pacientes T=0 
frente a los sanos; S vs T=4d, comparación de los pacientes T=4d frente a los sanos; S vs T=2m, 
comparación de los pacientes T=2m frente a los sanos; S vs T=6m, comparación de los pacientes T=6m 
frente a los sanos; S vs E, comparación de los pacientes estables frente a los sanos. 
5.1.1. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
voluntarios sanos. 
De las 52 manchas proteicas que mostraron alguna alteración significativa en sus 
niveles de expresión en esta comparación, pudimos identificar 46 de ellas mediante 
espectrometría de masas. La tabla TR_15 resume las alteraciones encontradas en cada 
comparación (en rojo las manchas proteicas aumentadas y en azul las disminuidas 
respecto al grupo control sanos) junto a las identificaciones correspondientes, 
acompañadas de la puntuación obtenida en MASCOT (Mowse score), el masa 
molecular (MM) y punto isoeléctrico (pI) teóricos, la cobertura de secuencia (C.S., en 
%) y el número de acceso de la proteína identificada en la base de datos SwissProt 
(estas casillas aparecen en blanco en los casos en que la identificación no fue posible). 
Las 46 manchas proteicas corresponden a 19 proteínas diferentes. 
5.1.2. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
pacientes estables. 
En el caso de la comparación con los pacientes estables, fueron 55 las manchas 
proteicas diferencialmente expresadas que encontramos en total. Muchas de ellas 
coincidían con las detectadas en la comparación con los individuos sanos (43 en total), 
pero 9 de las manchas que aparecieron variadas en aquella comparación no aparecen en 
esta y en cambio en esta aparecen 12 manchas que no estaban en la anterior (figura 
R_30). De las 55 manchas variadas, no pudimos identificar 7 de ellas, mientras que las 
48 restantes fueron identificadas con éxito. Las alteraciones encontradas (en rojo las 
manchas aumentadas y en azul las disminuidas respecto a los estables) y sus respectivas 
identificaciones se detallan en este caso en la tabla TR_16. Las 48 manchas 
identificadas corresponden a 20 proteínas diferentes. 
 
Figura R_30: Diagrama de Venn 
que ilustra las manchas proteicas 
con alteraciones estadísticamente 
significativas encontradas en una y 
otra comparación. 43 de ellas 
aparecen en las dos comparaciones, 
mientras que 12 se detectaron 
exclusivamente en la comparación 
con los pacientes estables y sólo 9 
aparecen únicamente en la 

























1303 6,59 12,13 3,94 4,83  TPM4 306 27570 4,77 58 P67936 
1308 3,36 2,83 3,18   Hemopexin 146 52385 6,55 9 P02790 
2002 -1,93 -3,75  -1,87 -2,35            
2307 -2,18 -2,24 -1,94 -4,03 -3,19 Fibrinogen Gamma 117 35497 5,86 22 P02679 
2412 -1,70 -2,16 -2,74 -3,54 -3 Fibrinogen Gamma 165 24337 6,49 22 P02679 
2512 2,88 2,31    Zinc-alpha-2-glycoprotein 134 34079 5,57 18 P25311 
3101 -1,95 -2,86  -3,15 -2,92 Fibrinogen Gamma 112 24337     P02679 
3102  -4,00 -2,45 -3,30 -2,87            
3305 -2,49 -2,41 -2,04 -3,52 -2,86 Fibrinogen Gamma 150 46823 5,54 24 P02679 
3307 -1,89 -1,67 -1,87 -2,30 -2,42 Fibrinogen Gamma 143 52106 5,37 25 P02679 
3506   1,54 1,76 2,66 Apolipoprotein A-IV 118 43358 5,22 19 P06727 
3603 -1,63 -1,76 -1,51  -1,31 Complement C3 109 188569 6,02 1 P01024 
3706 1,74 2,35    Fibrinogen Gamma 152 35497 5,86 30 P02679 
3707  2,06  1,49  Fibrinogen Gamma 162 35497 5,86 35 P02679 
4214     -1,43 Apolipoprotein A-I 339 28061 5,27 70 P02647 
4215     -1,45 Apolipoprotein A-I 328 28061 5,27 67 P02647 
4301 -2,55 -2,82 -2,48 -3,61 -3,11 Fibrinogen Gamma 140 35497 5,86 29 P02679 
4308 6,23 7,45 5,18 3,15  Chloride intracellular channel 1  134 26509 4,7 35 O00299 
4402 1,61     Apolipoprotein J 101 16267 5,6 17 P10909 
4411 -2,32 -2,44 -2,31 -2,11 -3,44            
4604 -2,67 -2,71 -3,48 -4,51 -3,61            
4607 -2,31   -3,05 -2,71 Vitamin D-binding protein 141 54526 5,4 25 P02774 
4613 5,02 7,17 5,65 6,51  Beta-Actin 116 42218 5,24 21 P60709 
4702  2,31   2,57 Fibrinogen Gamma 114 52106 5,37 6 P02679 
5104 -1,46     Transthyretin; TTR 169 4624 8,18 59 P02766 
5205 -1,81 -2,05 -1,75 -1,89 -1,58 Fibrinogen Gamma 111 30759 5,56 4 P02647 
5301  -2,98 -1,53 -2,52 -3,33 
Complex-forming glycoprotein HC 
(alpha-1-microglobulin) 152 20592 5,84 13 P02760 
5302     -1,59 Transthyretin; TTR 108 12671 5,26 33 P02766 
5305  -2,22 -2,30   Inter-alpha-trypsin inhibitor 183 103489 6,51 4 Q14624 
5401 -3,09 -2,77 -1,62 -2,23 -2,84            
5501 3,80 3,82 3,13 3,71  Beta-Actin 160 39446 5,78 26 P60709 
5505 2,93  2,19 1,94 3,3 CD5 antigen-like 188 39603 5,28 44 O43866 
5507 6,32 9,45 5,69 6,06  Apolipoprotein A-IV  179 45371 5,28 15 P06727 
6212  2,53 1,89 2,37  Peroxiredoxin-2 115 22049 5,66 29 P32119 
6218 -2,69 -2,50 -2,24 -2,08 -2,23 Apolipoprotein A-I 177 30759 5,56 14 P02647 
6603 2,68 2,87 1,84   Fibrinogen Gamma 89 35497 5,86 17 P02679 
6708 2,40 2,15 2,08   Fibrinogen Gamma 163 35497 5,86 36 P02679 
6719   1,85   Fibrinogen Gamma 176 46823 5,54 33 P02679 
7201 -1,59 -2,75 -2,17 -2,60 -1,6 Apolipoprotein A-I 94 30759 5,56 4 P02647 
7204 -2,69 -4,25 -1,96 -4,24 -3,14 Apolipoprotein A-I 100 23389 5,55 26 P02647 
7208  3,31 2,07              
7302 -1,65 -2,30 -1,95 -2,63 -1,81 Vitamin D-binding protein 155 54526 5,4 26 P02774 
7404  5,14 4,36 2,94             
7604 -2,63  -2,26 -3,03 -2,39 Fibrinogen Beta 167 52759 8,33 24 P02675 
7608 -2,18 -1,71 -1,87 -2,04 -1,93 Fibrinogen Beta 266 40167 6,95 38 P02675 
7609 -1,82   -2,35 -2,12 Fibrinogen Beta 130 52759 8,33 20 P02675 
7812     1,68 Fibrinogen Beta 94 51358 7,95 16 P02675 
8003  2,24    
Amyloid related serum protein 
SAA 162 11675 5,89 70 P02735 
8302 -1,59   -2,66  Fibrinogen Beta 141 51358 7,95 10 P02675 
8303 -2,13   -2,52 -1,95 Fibrinogen Beta 157 28040 8,16 14 P02675 
8402 3,57 2,78 1,97 2,01 2,06 Hakata antigen 203 33381 6,2 22 O75636 
8601   2,26 2,08  Pigment epithelium-derived factor 126 46484 5,97 6 P36955 
8701 -2,28 -1,86  -1,88 -1,62 Hemopexin 165 52385 6,55 17 P02790 
8703  1,39   1,42 Fibrinogen Beta 235 38081 5,84 46 P02675 
9702   1,42 1,61  Hemopexin 106 45916 6,62 18 P02790  
Tabla TR_16: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación del plasma deplecionado de los 
pacientes con SCA y el grupo de pacientes estables mediante 2-DE, incluyendo las correspondientes 
identificaciones. En la primera columna aparece el número identificativo de cada mancha. A 
continuación, las columnas correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el rojo 




diferencias. En las casillas rojas y azules aparece además el correspondiente cociente de variación. 
Mowse Score, puntuación obtenida por la identificación en el programa MASCOT; MM (Da), Masa 
molecular (en Dalton); pI, punto isoeléctrico; C.S. (%), porcentaje de cobertura de secuencia; Nº Acceso, 
número asignado por la base de datos SwissProt a cada proteína; E vs T=0, comparación de los pacientes 
T=0 frente a los estables; E vs T=4d, comparación de los pacientes T=4d frente a los estables; E vs T=2m, 
comparación de los pacientes T=2m frente a los estables; E vs T=6m, comparación de los pacientes T=6m 
frente a los estables; E vs S, comparación de los sanos frente a los pacientes estables. 
5.2. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento 
convencional) mediante electroforesis bidimensional 
diferencial (2D-DIGE) 
Como ya se ha descrito en apartados anteriores, el empleo de 2D-DIGE para el 
análisis del plasma deplecionado permite una buena resolución de las manchas proteicas 
en la región superior de los geles bidimensionales (60-120 kDa), mientras que detecta 
un menor número de manchas proteicas en la región inferior (<60 kDa). En esta ocasión 
el análisis halló en conjunto 57 manchas proteicas (49 en la comparación con sanos y 55 
en la comparación con estables) con alteraciones de sus niveles de expresión 
estadísticamente significativas, al comparar estables, sanos y pacientes con SCA 
(excluyendo el grupo tratado con Atorvastatina).  
 
Figura R_31: Imagen representativa de un gel 2D-DIGE sobre el que aparecen señaladas y numeradas las 
manchas proteicas que mostraron diferencias estadísticamente significativas en el análisis de los pacientes 




La identificación fue posible en 55 de las 57 manchas (que aparecen numeradas en 





















8  1,61    Complement factor H 207 143654 6,23 17 P08603 
16  -1,72    Hemopexin 230 45916 6,62 22 P02790 
17  -2,78  -2,91  Complement factor H 292 136448 5,98 24 P08603 
65  1,92    Complement factor B 150 86847 6,67 7 P00751 
87  -1,85 -1,42  -1,44 Gelsolin 127 80578 5,76 12 P06396 
90  -1,36  1,35  Alpha-2-macroglobulin 150 86847 6,67 7 P01023 
92  -1,91 -1,48  -1,42 Gelsolin 143 86043 5,9 6 P06396 
137 1,36     Alpha-1-B-glycoprotein 361 52479 5,65 37 P04217 
145    1,38  
Alpha-1B-glycoprotein 
/Hemopexin 393 54809 5,58 33 P04217 
180 1,79   2,44  Alpha-1-B-glycoprotein 262 52479 5,65 28 P04217 
186  1,43 1,85 2,10 1,62 Hemopexin 128 52385 6,55 4 P02790 
199  1,51 2,21 1,97 1,97 Hemopexin 396 52385 6,55 28 P02790 
203  1,73    Hemopexin 352 52385 6,55 19 P02790 
219 -1,43     Vitronectin 246 55069 5,55 19 P04004 
225    -2,03  Vitronectin 100 55069 5,55 12 P04004 
261     1,74 Kininogen 1  148 48936 6,29 22 P01042 
264     1,79 Beta-2-glycoprotein 202 39584 8,34 22 P02749 
281  -1,77    Antithrombin-III 139 53025 6,32 28 P01008 
304  -1,86 -1,89 -2,09 -1,72            
323  -1,61    Fibrinogen Gamma 160 46823 5,54 29 P02679 
339  1,48 1,41 1,72             
367 1,55     Fibrinogen Gamma 162 35497 5,86 35 P02679 
373 1,87 1,99 1,57  1,69 Fibrinogen Beta 518 56577 8,54 40 P02675 
375 2,89 2,28 2,19 2,55 1,83 Fibrinogen Gamma 164 35497 5,86 37 P02679 
383 1,64     Fibrinogen Gamma 125 52106 5,37 16 P02679 
401 1,69 2,09 1,92 1,51 1,76 Fibrinogen Gamma 246 52106 5,37 31 P02679 
412 2,35 1,73 2,13 1,74  Fibrinogen Gamma 108 52106 5,37 6 P02679 
425  1,82 1,86  1,99 Fibrinogen Beta 447 52106 5,37 44 P02679 
449 1,43 1,59 1,51 1,36 1,56 Fibrinogen Gamma 140 52106 5,37 23 P02679 
470  1,96 1,70  2,01 Fibrinogen Gamma 161 46823 5,54 27 P02679 
480  -1,90    Apolipoprotein A-IV 249 43358 5,22 40 P06727 
483     1,62 Apolipoprotein A-IV 412 43358 5,22 56 P06727 
485  -2,02   1,71 Apolipoprotein A-IV 400 43358 5,22 61 P06727 
488 2,50     Beta-Actin 116 42218 5,24 21 P60709 
489 4,54     Beta-Actin 177 40536 5,55 44 P60709 
518  -2,28 -2,53 -2,06 -1,71 Apolipoprotein J 132 16267 5,6 17 P10909 
527    -1,49  Apolipoprotein J 145 49342 6,27 10 P10909 
535 -2,40 -2,51 -2,34 -2,05  Apolipoprotein J 213 53031 5,89 19 P10909 
566   -1,92   Inter-alpha-trypsin inhibitor  183 103489 6,51 4 Q14624 
573     -3,10 Apolipoprotein E 188 36246 5,65 44 P02649 
599 15,5 8,42 6,47 7,7 1,69 TPM4 306 27570 4,77 58 P67936 
634  2,14    Serum amyloid P-component 199 25485 6,1 26 P02743 
665    -1,76  Apolipoprotein A-I 255 30759 5,56 29 P02647 
671   -1,41 -1,55  Apolipoprotein A-I 431 30759 5,56 44 P02647 
692  -2,47 -1,74  -2,01 PRO2222 (HRBP) 137 18208 4,89 15 P02753 
694  -1,94   -1,65 Tetranectin 204 22921 5,52 27 P05452 
727 2,21     Transthyretin 159 15991 5,52 18 P02766 
748  -1,68   -1,42 Transthyretin 369 12835 5,33 92 P02766 
773    -1,89 -1,56 Hemopexin 132 29068 6,45 18 P02790  
Tabla TR_17: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación del plasma deplecionado de los 
pacientes con SCA y el grupo control sanos mediante 2D-DIGE, incluyendo las correspondientes 
identificaciones. En la primera columna aparece el número identificativo de cada mancha. A 
continuación, las columnas correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el rojo 
representa aumento, el azul disminución respecto los sanos y el blanco indica que no existen diferencias. 
En las casillas rojas y azules aparece además el correspondiente cociente de variación. Mowse Score, 
puntuación obtenida por la identificación en el programa MASCOT; MM (Da), Masa molecular (en 
Dalton); pI, punto isoeléctrico; C.S. (%), porcentaje de cobertura de secuencia; Nº Acceso, número 




frente a los sanos; S vs T=4d, comparación de los pacientes T=4d frente a los sanos; S vs T=2m, 
comparación de los pacientes T=2m frente a los sanos; S vs T=6m, comparación de los pacientes T=6m 
frente a los sanos; S vs E, comparación de los pacientes estables frente a los sanos. 
5.2.1. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
voluntarios sanos. 
En esta comparación pudimos detectar diferencias significativas en la expresión 
de 49 manchas proteicas, de las cuales 47 fueron identificadas y sólo hubo 2 que no 
pudieron serlo. La tabla TR_17 muestra las diferencias observadas (de nuevo, en azul 
las manchas proteicas disminuidas y en rojo las aumentadas respecto a los sanos), 
acompañadas de sus respectivas identificaciones. Las 47 manchas proteicas pertenecían 
a 23 proteínas distintas. 
5.2.2. Comparación de los pacientes con SCA y el grupo control de 
pacientes estables. 
Al realizar la comparación con los pacientes estables, encontramos 55 manchas 
proteicas con los niveles de expresión significativamente alterados. La mayoría de ellas 
(47 manchas) correspondían a diferencias detectadas también en la comparación con los 
sanos, pero de nuevo aparecieron manchas proteicas alteradas en esta comparación (8 
manchas) que no aparecían en la anterior, mientras que 2 de las manchas que 
aparecieron variadas entonces no lo estaban en este caso (figura R_32). La tabla TR_18 
recopila las diferencias observadas (en azul se muestran las manchas proteicas 
disminuidas y en rojo las aumentadas respecto a los estables) y las identificaciones 
correspondientes, que fueron posibles en 53 de los 55 casos (no pudimos identificar 2 de 
ellas). Las 53 manchas proteicas pertenecen a 24 proteínas diferentes. 
 
Figura R_32: Diagrama de Venn que 
ilustra las manchas proteicas con 
alteraciones estadísticamente 
significativas encontradas en una y otra 
comparación. 47 de ellas aparecen en 
las dos comparaciones, mientras que 8 
se detectaron exclusivamente en la 
comparación con los pacientes estables 
y sólo 2 aparecen únicamente en la 



























8 1,49 1,77 1,70   Complement factor H  207 143654 6,23 17 P08603 
16 1,78   -3,53  Hemopexin  230 45916 6,62 22 P02790 
17 1,42 -1,64  -1,72  Complement factor H  292 136448 5,98 24 P08603 
65 2,16 2,90 1,81 2,53  Complement factor B  150 86847 6,67 7 P00751 
87 1,67   1,30 1,44 Gelsolin 127 80578 5,76 12 P06396 
90  -1,30  1,41  Alpha-2-macroglobulin  82 164600 6 0 P01023 
92 2,35 -1,34  1,43 1,42 Gelsolin  143 86043 5,9 6 P06396 
145    1,32  Alpha-1B-glycoprotein  393 54809 5,58 33 P04217 
180 1,73 1,32  2,35  Alpha-1-B-glycoprotein  262 52479 5,65 28 P04217 
186     -1,62 Hemopexin  128 52385 6,55 4 P02790 
199 -1,51 -1,31   -1,97 Hemopexin  396 52385 6,55 28 P02790 
203 -1,45  1,34   Hemopexin  352 52385 6,55 19 P02790 
225 -4,11   -1,84  Vitronectin  100 55069 5,55 12 P04004 
240 2,53 1,39 1,63 2,25  Antithrombin-III  138 53025 6,32 11 P01008 
250 -2,01 -2,23 -2,30 -1,92  Kininogen 1   319 72996 6,34 14 P01042 
261 -1,93 -1,89 -1,98 -1,97 -1,74 Kininogen 1   148 48936 6,29 22 P01042 
264 -2,67 -1,66   -1,79 Beta-2-glycoprotein  202 39584 8,34 22 P02749 
281  -1,81  -2,36  Antithrombin-III  139 53025 6,32 28 P01008 
304     1,72           
323 1,92     Fibrinogen Gamma  160 46823 5,54 29 P02679 
339    1,36            
348 2,16 1,30    Fibrinogen Beta  289 56577 8,54 39 P02675 
352  1,36 1,58   Fibrinogen Beta  273 56577 8,54 32 P02675 
367 1,85     Fibrinogen Gamma  162 35497 5,86 35 P02679 
373    -1,32 -1,69 Fibrinogen Beta  518 56577 8,54 40 P02675 
375 1,58   1,39 -1,83 Fibrinogen Gamma  164 35497 5,86 37 P02679 
379 1,43  1,38   Fibrinogen Gamma  137 52106 5,37 11 P02679 
383 1,58     Fibrinogen Gamma  125 52106 5,37 16 P02679 
401     -1,76 Fibrinogen Gamma  246 52106 5,37 31 P02679 
412 1,43     Fibrinogen Gamma  108 52106 5,37 6 P02679 
425    -1,47 -1,99 Fibrinogen Gamma  447 52106 5,37 44 P02679 
449     -1,56 Fibrinogen Gamma  140 52106 5,37 23 P02679 
470    -1,50 -2,01 Fibrinogen Gamma  161 46823 5,54 27 P02679 
480  -2,45 -1,43   Apolipoprotein A-IV  249 43358 5,22 40 P06727 
483  -2,19 -1,68  -1,62 Apolipoprotein A-IV  412 43358 5,22 56 P06727 
485  -3,45 -1,82  -1,71 Apolipoprotein A-IV  400 43358 5,22 61 P06727 
488 4,57 2,64 2,17 2,14  Beta-Actin  116 42218 5,24 21 P60709 
489 10,45 3,64 3,44 4,62  Beta-Actin  177 40536 5,55 44 P60709 
492 2,25 2,12 1,68 1,59  Apolipoprotein A-IV  179 45371 5,28 15 P06727 
518  -1,33 -1,48  1,71 Apolipoprotein J  132 16267 5,6 17 P10909 
527 -1,34  -1,67   Apolipoprotein J  145 49342 6,27 10 P10909 
535 -1,60 -1,67 -1,56 -1,37  Apolipoprotein J  213 53031 5,89 19 P10909 
566 -1,60 -2,46 -1,73 -1,36  Inter-alpha-trypsin inhibitor   183 103489 6,51 4 Q14624 
573 4,26 2,20 2,01 2,24 3,10 Apolipoprotein E  188 36246 5,65 44 P02649 
599 9,15 4,97 3,82 4,54 -1,69 TPM4  306 27570 4,77 58 P67936 
634  1,42  -1,93  Serum amyloid P-component  199 25485 6,1 26 P02743 
665 1,90   -1,81  Apolipoprotein A-I  255 30759 5,56 29 P02647 
671  -1,34 -1,33 -1,46  Apolipoprotein A-I  431 30759 5,56 44 P02647 
680 1,32 2,20    Apolipoprotein A-I  177 30759 5,56 14 P02647 
692 2,06   1,49 2,01 PRO2222 (HRBP)  137 18208 4,89 15 P02753 
694 1,35  1,47  1,65 Tetranectin  204 22921 5,52 27 P05452 
727 2,85 1,39 1,68 1,54  Transthyretin  159 15991 5,52 18 P02766 
748     1,42 Transthyretin  162 52385 6,55 16 P02790 
767 2,41 2,73 1,69   Vitronectin  121 57688 5,52 5 P04004 
773 1,52  1,39  1,56 Hemopexin  132 29068 6,45 18 P02790  
Tabla TR_18: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación del plasma deplecionado de los 
pacientes con SCA y el grupo de pacientes estables mediante 2D-DIGE, incluyendo las correspondientes 
identificaciones. En la primera columna aparece el número identificativo de cada mancha. A 
continuación, las columnas correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el rojo 
representa aumento, el azul disminución respecto los estables y el blanco indica que no existen 
diferencias. En las casillas rojas y azules aparece además el correspondiente cociente de variación. 
Mowse Score, puntuación obtenida por la identificación en el programa MASCOT; MM (Da), Masa 




número asignado por la base de datos SwissProt a cada proteína; E vs T=0, comparación de los pacientes 
T=0 frente a los estables; E vs T=4d, comparación de los pacientes T=4d frente a los estables; E vs T=2m, 
comparación de los pacientes T=2m frente a los estables; E vs T=6m, comparación de los pacientes T=6m 
frente a los estables; E vs S, comparación de los sanos frente a los pacientes estables. 
 
Figura R_33: Imagen representativa de un gel 2-DE sobre el que aparecen señaladas y numeradas las 
manchas proteicas que mostraron diferencias estadísticamente significativas en el análisis de los pacientes 
con SCA (tratados o no con Atorvastatina) mediante electroforesis bidimensional convencional 2-DE. 
5.3. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento con 
Atorvastatina) mediante electroforesis bidimensional 
convencional (2-DE) 
Este análisis, cuyo objetivo era la comparación mediante 2-DE del plasma 
deplecionado de los pacientes con SCA que habían recibido el tratamiento convencional 
durante 2 meses, con los que habían recibido el tratamiento con Atorvastatina y los 
voluntarios sanos, mostró alteraciones estadísticamente significativas en los niveles de 
expresión de 19 manchas proteicas (que aparecen numeradas en la figura R_33). De 
estas 19 manchas pudimos identificar 17, mientras que 2 quedaron sin identificar. La 
tabla TR_19 recoge las identificaciones junto a las alteraciones detectadas en cada 
comparación (en rojo las manchas proteicas aumentadas y en azul las disminuidas 
respecto a los sanos, o respecto a los pacientes T=2m en la última columna). Las 17 




mancha S vs T=2m 










708  2,76 Alpha-2-HS-glycoprotein  258 40098 5,43 10 P02765 
1604  1,83 Leucine-rich Alpha-2-glycoprotein 166 34553 5,66 30 P02750 
2502 3,03 N Triosephosphate isomerase 145 27095 6,9 36 P60174 
3206  -1,75 Apolipoprotein A-I 226 28061 5,27 44 P02647 
3302  1,57 AMBP protein 168 39886 5,95 19 P02760 
4214 1,33 N Apolipoprotein A-I 339 28061 5,27 70 P02647 
4215 1,42 N Apolipoprotein A-I 328 28061 5,27 67 P02647 
4401  -1,71            
4407  -4,32            
4606  -1,95 Hemopexin 111 52385 6,55 4 P02790 
4817 -2,90 N Vitamin D Binding Protein 361 52780 5,17 47 P02774 
5217  -1,39 Apolipoprotein A-I 439 30759 5,56 59 P02647 
5302 1,54 2,24 Transthyretin 108 12671 5,26 33 P02766 
5305 -2,72 N Inter-alpha-trypsin inhibitor 183 103489 6,51 4 Q14624 
6719 2,19 N Fibrinogen Gamma 176 46823 5,54 33 P02679 
7302  -1,81 Vitamin D-binding protein 155 54526 5,4 26 P02774 
7605 1,34 N Fibrinogen Beta 143 56577 8,54 19 P02675 
7812 -2,41 N Fibrinogen Beta 94 51358 7,95 16 P02675 
9702 1,49 N Hemopexin 106 45916 6,62 18 P02790  
Tabla TR_19: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación del plasma deplecionado de los 
pacientes T=2m y pacientes T=2m(+ATV) y el grupo control sanos mediante 2-DE, incluyendo las 
correspondientes identificaciones. En la primera columna aparece el número identificativo de cada 
mancha. A continuación, las columnas correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el 
blanco indica que no existen diferencias, el rojo representa aumento y el azul disminución respecto los 
sanos. En las casillas rojas y azules aparece además el correspondiente cociente de variación. N, 
Normalizado por el tratamiento; Mowse Score, puntuación obtenida por la identificación en el programa 
MASCOT; MM (Da), Masa molecular (en Dalton); pI, punto isoeléctrico; C.S. (%), porcentaje de 
cobertura de secuencia; Nº Acceso, número asignado por la base de datos SwissProt a cada proteína; S vs 
T=2m, comparación de los pacientes T=2m frente a los sanos; S vs T=2m(+ATV), comparación de los 
pacientes T=2m(+ATV) frente a los sanos. 
 
Figura R_34: Imagen representativa de un gel 2D-DIGE sobre el que aparecen señaladas y numeradas las 
manchas proteicas que mostraron diferencias estadísticamente significativas en el análisis de los pacientes 





5.4. Análisis de pacientes con SCA (tratamiento con 
Atorvastatina) mediante electroforesis bidimensional 
diferencial (2D-DIGE) 
Al realizar el experimento anterior mediante 2D-DIGE, encontramos 33 manchas 
proteicas cuyos niveles de expresión mostraban diferencias estadísticamente 
significativas (que aparecen numeradas en la figura R_34).  
Nº 
mancha S vs T=2m 










172 2,18 N Complement factor B 150 86847 6,67 7 P00751 
219 -1,79 N Complement C1r  218 81687 5,89 14 P00736 
225  -2,52 Complement C1r  106 81661 5,89 12 P00736 
232 -1,60 -2,32 Gelsolin 143 86043 5,9 6 P06396 
233 -1,61 -1,78 Gelsolin 143 86043 5,9 6 P06396 
345 -1,65 N Kininogen 1  133 72996 6,34 6 P01042 
363 2,02 N Hemopexin 184 52385 6,55 17 P02790 
368 1,95 N Hemopexin 573 52385 6,55 25 P02790 
380 -1,54 N Vitronectin 206 46895 5,52 22 P04004 
404 2,38 N Hemopexin 396 52385 6,55 28 P02790 
450 -1,57 N Angiotensinogen 164 53438 5,87 13 P01019 
473 -1,58 N Angiotensinogen 381 53406 5,87 13 P01019 
514 -1,55 N Angiotensinogen 370 53406 5,87 22 P01019 
552 -1,75 N            
562  -1,7 Angiotensinogen 264 53406 5,87 20 P01019 
614 1,60 2,23 Fibrinogen Gamma 557 52106 5,37 52 P02679 
656 1,64 1,9 Fibrinogen Gamma 246 52106 5,37 31 P02679 
658 1,60 1,99 Fibrinogen Gamma 447 52106 5,37 44 P02679 
664 2,35 1,91 Fibrinogen Gamma 349 52106 5,37 45 P02679 
672 1,67 2,48 Fibrinogen Gamma 253 47971 5,54 44 P02679 
681 1,62 1,97 Fibrinogen Gamma 181 46823 5,54 35 P02679 
692 1,89 2,81 Fibrinogen Gamma 510 52106 5,37 51 P02679 
699 1,54 2,33 Fibrinogen Gamma 447 52106 5,37 44 P02679 
706 1,65 2,8 Fibrinogen Gamma 161 46823 5,54 27 P02679 
751 -1,76 N Apolipoprotein J 202 49342 6,27 15 P10909 
774 -2,00 N Inter-alpha-trypsin inhibitor  183 103489 6,51 4 Q14624 
803 2,50 N TPM4 306 27570 4,77 58 P67936 
831  2,64 Serum amyloid P-component 129 23358 6,12 34 P02743 
853  -2,66 Apolipoprotein A-I 226 28061 5,27 44 P02647 
871 -1,96 -3,26 Apolipoprotein A-I 328 28061 5,27 67 P02647 
882 -3,53 -7,43 Tetranectin  147 22921 5,52 20 P05452 
883 -1,97 -4,4 PRO2222 (HRBP) 137 18208 4,89 15 P02753 
947 -2,25 -1,91 Apolipoprotein J 145 49342 6,27 10 P10909  
Tabla TR_20: Lista de manchas proteicas alteradas en la comparación del plasma deplecionado de los 
pacientes T=2m y pacientes T=2m(+ATV) y el grupo control sanos mediante 2D-DIGE, incluyendo las 
correspondientes identificaciones. En la primera columna aparece el número identificativo de cada 
mancha. A continuación, las columnas correspondientes a cada comparación, con un código de colores: el 
blanco indica que no existen diferencias, el rojo representa aumento y el azul disminución respecto los 
sanos. En las casillas rojas y azules aparece además el correspondiente cociente de variación. N, 
Normalizado por el tratamiento; Mowse Score, puntuación obtenida por la identificación en el programa 
MASCOT; MM (Da), Masa molecular (en Dalton); pI, punto isoeléctrico; C.S. (%), porcentaje de 
cobertura de secuencia; Nº Acceso, número asignado por la base de datos SwissProt a cada proteína; S vs 
T=2m, comparación de los pacientes T=2m frente a los sanos; S vs T=2m(+ATV), comparación de los 
pacientes T=2m(+ATV) frente a los sanos; T=2m vs T=2m(+ATV). 
 
La identificación fue posible en 32 de las 33 manchas, quedando sólo 1 sin 
identificar. Las alteraciones detectadas en cada comparación (en azul las manchas 
proteicas disminuidas y en rojo las aumentadas respecto al grupo de individuos sanos, o 
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respecto a los pacientes no tratados con Atorvastatina en el caso de la última columna) y 
sus respectivas identificaciones aparecen resumidas en la tabla TR_20. Las 32 manchas 
proteicas corresponden a 15 proteínas diferentes. 
5.5. Clasificación funcional de las proteínas identificadas 
 
Figura R_35: Clasificación de proteínas por su funcionalidad. (A) El gráfico muestra la distribución de las 
124 manchas proteicas identificadas en el conjunto de los análisis realizados (que corresponden a 39 
proteínas) en 6 grupos funcionales: Coagulación, Metabolismo/Transporte de lípidos, Inflamación y 
respuesta inmune, Transporte de metabolitos, Citoesqueleto y Otras funciones (que incluye aquellas 
proteínas cuya función no pertenecía a ninguno de los grupos anteriores). La misma clasificación se 
realizó con: (B) las 56 manchas proteicas (que corresponden a 22 proteínas) identificadas en el análisis de 
pacientes con SCA (tratamiento convencional) mediante 2-DE; (C) las 55 manchas proteicas (que 
corresponden a 24 proteínas) identificadas en el análisis de pacientes con SCA (tratamiento convencional) 
mediante 2D-DIGE; (D) las 17 manchas proteicas (que corresponden a 11 proteínas) identificadas en el 
análisis de pacientes con SCA (tratamiento con Atorvastatina) mediante 2-DE; (E) las 32 manchas 
proteicas (que corresponden a 15 proteínas) identificadas en el análisis de pacientes con SCA (tratamiento 




Tomando en conjunto los datos generados en los apartados anteriores, 
conseguimos identificar con éxito un total de 125 manchas proteicas, que corresponden 
a 39 proteínas diferentes. Estas 39 proteínas se clasificaron según su función en 6 
categorías funcionales (figura R_35): 
a) Proteínas de la coagulación: Antitrombina-III, β-2-Glicoproteína, Fibrinógeno 
Beta, Fibrinógeno Gamma y Kininógeno 1. 
b) Metabolismo / Transporte de lípidos: Apolipoproteína A-I (ApoA-I), 
Apolipoproteína A-IV (ApoA-IV), Apolipoproteína E (ApoE), Apolipoproteína 
J (ApoJ) y Zinc-α-2-Glicoproteína. 
c) Inflamación y respuesta inmune: α-2-HS-Glicoproteína, Proteína precursora de 
la α1-Microglobulina y Bikunina (AMBP), Proteína Amiloide A del suero 
(SAA), Antígeno similar a CD5, Complemento C1r, Complemento C3, 
Complemento factor B, Complemento factor H, Complejo Glicoproteína-HC (o 
α1-Microglobulina), Inhibidor de Inter-α-Tripsina (o Bikunina), Componente P 
Amiloide del Suero (SAP) y Vitronectina. 
d) Transporte de metabolitos: Hemopexina, Proteína de unión a Retinol Humana 
(HRBP), Tetranectina, Transtiretina y Proteína de unión a Vitamina D (VDBP). 
e) Citoesqueleto: β-Actina, Gelsolina y Tropomiosina 4 (TPM4). 
f) Otras funciones: α-1-B-Glicoproteína, α-2-Macroglobulina, Angiotensinógeno, 
Canal intracelular de Cloro 1, Antígeno Hakata, α-2-Glicoproteína rica en 
Leucina, Peroxiredoxina-2, Triosafosfato Isomerasa, Factor derivado del 
Pigmento de Epitelio (PEDF). 




Inhibidor de serín-proteasas más importante del plasma que regula la 
cascada de la coagulación (inhibe la trombina). 
Beta-2-glycoprotein 
Capaz de unirse a sustancias cargadas negativamente. Puede prevenir la 
activación de la cascada de coagulación uniéndose a los fosfolípidos de la 
superficie de las células dañadas. 
Fibrinogen Beta 
El fibrinógeno tiene una doble función en la coagulación: al romperse genera 
monómeros que polimerizan en fibrina y actúa como cofactor en la 
agregación plaquetaria.  
Fibrinogen Gamma 
El fibrinógeno tiene una doble función en la coagulación: al romperse genera 
monómeros que polimerizan en fibrina y actúa como cofactor en la 
agregación plaquetaria.  
Kininogen 1  
Los kininógenos son inhibidores de tiol-proteasas y participan en la 
coagulación inhibiendo la agregación de plaquetas inducida por trombina y 
plasmina.   
Tabla TR_21: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Proteínas de la coagulación”. Junto a cada 






Participa en el transporte reverso del colesterol de los tejidos al hígado. 
Lipoproteína del complejo HDL. Cofactor de la LCAT (lecitin colesterol 
aciltransferasa). 
Apolipoprotein A-IV  
Componente principal del complejo HDL y los quilomicrones. Podría 
participar en el catabolismo de quilomicrones y VLDL. Activador de la LCAT 
(lecitin colesterol aciltransferasa). 
Apolipoprotein E 
Media la unión, internalización y catabolismo de lipoproteínas. Puede servir 
de ligando para el receptor de LDL (apoB/E) y para el receptor específico de 
Apo E en los tejidos hepáticos.  
Apolipoprotein J 
No está clara. Parece ser capaz de unirse a membranas y proteínas 
hidrofóbicas. Se le ha relacionado con la apoptosis.  
Zinc-alpha-2-glycoprotein 
Estimula la degradación de los lípidos en los adipocitos. Podría unirse a 
ácidos grasos poliinsaturados.  
Tabla TR_22: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Metabolismo / Transporte de lípidos”. 
Junto a cada proteína aparece una breve descripción de su función específica. 
 
Proteína Función 
Alpha-2-HS-glycoprotein  Promueve la endocitosis. Posee propiedades de opsonización. 
AMBP protein 
Formada por: Complex-forming glycoprotein HC (Podría estar relacionada 
con la respuesta inmune) + Inter-alpha-trypsin inhibitor (Podría estar 
implicada en las reacciones de fase aguda). 
Amyloid related serum protein SAA Reactivo fundamental de la fase aguda. Apolipoproteína del complejo HDL. 
CD5 antigen-like 
Puede participar en la regulación del sistema inmune. Parece jugar un papel 
en la inhibición de la apoptosis.  
Complement C1r 
Serín-proteasa que se combina con C1q y C1s para formar C1 (ruta clásica 
del complemento). 
Complement C3 Activación del sistema del complemento.  
Complement factor B Forma parte de la ruta alternativa del complemento.  
Complement factor H Forma parte de la ruta alternativa del complemento.  
Complex-forming glycoprotein HC 
Inhibidor de la tripsina, plasmina y elastasa lisosomal granulocítica. Podría 
estar relacionada con la respuesta inmune.  
Inter-alpha-trypsin inhibitor Podría estar implicada en las reacciones de fase aguda.  
Serum Amyloid P-component 
Puede interaccionar con ADN e histonas y puede retirar el material nuclear 
liberado por células circulantes dañadas. Puede funcionar como una lectina 
dependiente de calcio. (Fase aguda) 
Vitronectin  
Molécula de adhesión celular. Inhibe el daño celular mediado por el 
complemento.  
Tabla TR_23: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Inflamación y respuesta inmune”. Junto a 




Se une al grupo hemo y lo transporta al hígado para su degradación y 
recuperación de hierro, después de lo cual la hemopexina libre vuelve a la 
circulación.  
PRO2222 (HRBP) 
Reparte retinol de las reservas del hígado a tejidos periféricos. En el plasma 
los complejos RBP-retinol interaccionan con transtiretina, evitando su pérdida 
por filtración glomerular en el riñón.  
Tetranectin  
Se une al plasminógeno. Puede estar involucrada en el empaquetamiento de 
moléculas para la exocitosis.  
Transthyretin  
Proteína de unión a la hormona tiroidea. Probablemente transporta la tiroxina 
del torrente sanguíneo al cerebro.  
Vitamin D Binding Protein 
Proteína multifuncional de los fluidos biológicos. Transporta la vitamina D y 
evita la polimerización de monómeros de actina.   
Tabla TR_24: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Transporte de metabolitos”. Junto a cada 







Las actinas son proteínas altamente conservadas implicadas en motilidad 
celular. Transporte de ATP.  
Gelsolin 
Proteína regulada por calcio y moduladora de actina que se une a los 
filamentos de actina bloqueando los extremos.  
TPM4 
Se une a los filamentos de actina. Juega un papel central, en asociación con 
el complejo de troponina, en la regulación de la contracción del músculo 
estriado de los vertebrados.  
Tabla TR_25: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Citoesqueleto”. Junto a cada proteína 
aparece una breve descripción de su función específica. 
 
Proteína Función 
Alpha-1-B-glycoprotein Función desconocida 
Alpha-2-macroglobulin  
Capaz de inhibir las cuatro clases de proteasas mediante un mecanismo de 
"trampa" 
Angiotensinogen Interviene en la regulación de la presión sanguínea.  
Chloride intracellular channel 1  Canal de iones cloruro. 
Hakata antigen Involucrada en el ejercicio de la actividad lectina del suero.  
Leucine-rich Alpha-2-glycoprotein Función desconocida 
Peroxiredoxin-2 
Involucrada en la regulación redox de la célula. Puede participar en la 
cascada de regulación del TNF-alfa.  
Pigment epithelium-derived factor 
Proteína neurotrófica. Potente inhibidor de la angiogénesis. No tiene actividad 
inhibidora de serín-proteasa.  
Triosephosphate Isomerase  Actividad triosafosfato-isomerasa (metabolismo de carbohidratos).  
Tabla TR_26: Lista de las proteínas agrupadas en la categoría “Otras funciones”. Junto a cada proteína 
aparece una breve descripción de su función específica. 
6. Validación de los resultados mediante inmunodetección 
Para tratar de confirmar algunos de los datos obtenidos tras análisis mediante 
electroforesis bidimensional (2-DE y 2D-DIGE) del plasma deplecionado de pacientes 
con SCA, se utilizó la técnica de inmunodetección (o Western Blot). Aplicando este 
método pretendíamos corroborar las diferencias detectadas en los niveles de expresión 
de algunas de las proteínas identificadas, empleando para ello anticuerpos específicos 
(figura R_36). Para comprobar las diferencias en la expresión de la proteína 
Tropomiosina 4 (TPM4) se realizó un experimento de inmunodetección en gel de una 
dimensión, en el que aparece una banda inmunorreactiva de 32 kDa correspondiente al 
tamaño observado en nuestros geles para esta proteína (figura R_36A). Dicha banda se 
observaba en los pacientes T=4d, pero apenas era visible en los sanos. Lo mismo se 
apreciaba en la inmunodetección bidimensional, lo que corroboraba los datos obtenidos 




Figura R_36: Resultados de las inmunodetecciones realizadas para confirmar los resultados del análisis 
proteómico. (A) Tropomiosina 4 (TPM4): La inmunodetección en gel de una dimensión muestra una 
banda inmunorreactiva de 32 kDa en los pacientes T=4d que no se observa en los sanos (izquiertda), lo 
que se confirma en la inmunodetección bidimensional (derecha). (B) Apolipoproteína J: se observa una 
banda inmunorreactiva de 40 kDa en la inmunodetección en gel de una dimensión, que no obstante no 
muestra diferencias d expresión entre sanos y pacientes T=0 (izquierda). Sin embargo, la 
inmunodetección bidimensional muestra una menor expresión de las dos isoformas más ácidas en los 
pacientes T=0 respecto a los sanos (derecha). (C) Transtiretina: Al igual que en el caso de la 
Apolipoproteína J, la inmunodetección en gel de una dimensión no muestra diferencias (izquierda). Sin 
embargo sí se aprecia una expresión menor en los pacientes T=0 respecto a los sanos en la 
inmunodetección bidimensional en tiras IPG de 7cm (centro) y en tiras IPG de 18cm (derecha). (D) β-
Actina: Se aprecia una banda inmunorreactiva de 42 kDa en los pacientes T=0 que prácticamente no 
aparece en los sanos en la inmunodetección en gel de una dimensión. (E) Proteína Amiloide A del suero 
(SAA). Como en el caso de la TPM 4, la inmunodetección en gel de una dimensión muestra una banda 




En cambio, en la inmunodetección en gel de una dimensión de la Apolipoproteína 
J (ApoJ), aparecía una banda de 40 kDa (figura R_36B) que coincidía con el tamaño 
observado para esta proteína en nuestros geles, pero no mostraba ninguna diferencia 
entre sanos y pacientes T=0. Sin embargo, al realizar el experimento de 
inmunodetección bidimensional, sí se apreciaba una disminución de las dos isoformas 
con pI más ácido (izquierda), lo que de nuevo confirmaba los resultados del análisis 
proteómico. Un resultado similar se obtuvo en los experimentos de inmunodetección de 
la Transtiretina (figura R_36C), donde no se apreciaron diferencias entre sanos y 
pacientes T=0 en el experimento unidimensional pero sí en los bidimensionales (tanto 
con tiras IPG de 7 cm, como con tiras de 18 cm). En el caso de la β-Actina (figura 
R_36D), la inmunodetección en gel unidimensional fue suficiente para comprobar que 
la banda inmunorreactiva de 42 kDa correspondiente a esta proteína se observaba 
claramente en los pacientes T=0, mientras que apenas se apreciaba en los sanos. Lo 
mismo ocurría con la Proteína Amiloide A del suero (SAA), cuya banda 
inmunorreactiva de 11 kDa (figura R_36E) se observaba claramente en los pacientes 
T=4d, mientras que no aparecía en los sanos, lo cual coincidía de nuevo con los 
























Lo que nos crea problemas no es lo que no sabemos, 
es lo que sabemos con certeza y no es así. 
Mark Twain 
 
A pesar de que el estudio de los mecanismos que llevan a la trombosis de la placa 
ha sido uno de los temas clave en la investigación cardiovascular de los últimos 
tiempos, aún se desconoce gran parte de la fisiopatología de la aterotrombosis. Este 
desconocimiento se debe fundamentalmente a la complejidad de los mecanismos de 
trombosis de la placa de ateroma, que no forman una simple cadena de acontecimientos, 
sino que constituyen un entramado de moléculas con múltiples relaciones entre sí, 
difícil de esclarecer. Por ello, una estrategia de gran interés, que proporcionaría nuevos 
datos sobre su patogenia, era el estudio a nivel global de las proteínas involucradas en el 
proceso aterotrombótico. En la actualidad es posible realizar este tipo de abordajes 
mediante la tecnología proteómica. De hecho, el estudio del proteoma es, 
probablemente, el sistema experimental más adecuado para conocer células y tejidos, 
puesto que analiza directamente el producto final del genoma. En los últimos años se ha 
producido un fuerte avance en la proteómica, pudiendo estudiar la expresión de 
proteínas a gran escala empleando diferentes técnicas de separación (electroforesis 
bidimensional, cromatografía multidimensional) [79, 90, 151, 155, 211-214] e 
identificación de proteínas (espectrometría de masas) en combinación con herramientas 
bioinformáticas [159, 215]. En nuestro laboratorio consideramos que el empleo de esta 
metodología en el estudio global de las proteínas implicadas en la aterotrombosis es una 
interesante estrategia que permitiría avanzar en el conocimiento de los mecanismos 
moleculares implicados en este proceso. Puesto que la sangre humana es una muestra 
sencilla de obtener, que puede además proporcionar información muy valiosa desde el 
punto de vista clínico, pensábamos que el análisis proteómico de los elementos de la 
sangre de los pacientes con SCA podría utilizarse como una herramienta para la 
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identificación y validación de biomarcadores diagnósticos y terapéuticos [49]. Para ello, 
había que estudiar por un lado las células sanguíneas, en especial aquellas más 
directamente implicadas en el proceso aterogénico como los macrófagos y monocitos 
circulantes y, por otro lado, las proteínas que circulan en el plasma. Además, nos 
interesaba analizar el efecto del tratamiento intensivo con estatinas en los pacientes, ya 
que desde la publicación del estudio “4S” [42-44] , una serie de ensayos han establecido 
los beneficios del tratamiento y prevención de los eventos cardiovasculares mediante el 
tratamiento intensivo con estatinas [45, 47, 48]. Sin embargo, aunque se sabe que los 
beneficios clínicos del tratamiento con estatinas implican efectos de modulación en la 
disfunción endotelial, estrés oxidativo, inflamación, respuesta inmune, proliferación, 
apoptosis y trombosis [216], los mecanismos que explican los beneficios del tratamiento 
con dosis elevadas de estatinas no han podido ser esclarecidos por completo. De nuevo, 
consideramos que un abordaje proteómico podría aportarnos nueva información sobre 
los efectos de este tratamiento. 
Con estas premisas, se diseñó un estudio en el cual se recogería sangre de 
pacientes con SCA en el momento de su ingreso en urgencias, a los 4 días, 2 meses y 6 
meses después del episodio agudo, para aislar los componentes de esa sangre y 
compararlos por separado con los de un grupo control de voluntarios sanos y otro de 
pacientes estables. De este modo, se establecieron los objetivos de la presente tesis 
doctoral, en la que hemos analizado por separado el proteoma de los monocitos 
circulantes y el plasma de estos pacientes. 
 
A) MONOCITOS 
Los monocitos y macrófagos juegan un papel central en la formación y 
complicación de la placa de ateroma, por lo que han sido foco de atención de diversas 
investigaciones. A pesar de ello, aún no llegamos a comprender la totalidad de sus 
funciones en la aterotrombosis. Por este motivo, hemos realizado un estudio proteómico 
de los monocitos circulantes en pacientes con SCA. Uno de los objetivos era identificar 
nuevas proteínas implicadas en el desarrollo del SCA, que pudiesen ser la base de 
futuros estudios para averiguar en qué parte del proceso aterorombótico están 
implicadas. Además, estas proteínas expresadas diferencialmente durante la enfermedad 
podrían ser nuevos candidatos para ser probados en ensayos clínicos como 




sin elevación del segmento ST, ya que en estas condiciones la necrosis del miocardio es 
mínima (o incluso inexistente). En el resto de los subtipos de SCA en los que tiene lugar 
una elevación del segmento ST se produce una importante necrosis que induce cambios 
inflamatorios sistémicos. En este caso, las alteraciones observadas en el proteoma de los 
monocitos podrían ser una consecuencia de la necrosis del miocardio, en lugar de estar 
potencialemte relacionadas con la fisiopatología del SCA. 
Los mapas proteicos de los monocitos circulantes de los pacientes incluidos en el 
estudio mostraron 25 manchas con los niveles de expresión alterados en los pacientes 
con SCA respecto a los voluntarios sanos, 20 de las cuales estaban también alteradas en 
la comparación con los pacientes estables. Algunas de las manchas son isoformas 
potenciales, probablemente originadas por modificaciones postraduccionales, de modo 
que tenemos en realidad 20 proteínas al comparar con los sanos, mientras que si 
comparamos con los pacientes estables son 17 las proteínas cuya expresión se ve 
alterada durante el SCA. En ambos casos el número de alteraciones fue máximo en el 
momento del ingreso y fue decreciendo progresivamente. Seis meses después del SCA, 
el proteoma de los monocitos circulantes se estabilizó, asemejándose mucho al de los 
pacientes estables. Ambos grupos mostraban diferencias en 5 proteínas respecto al 
grupo control sanos [66].  
Por otro lado, hemos tratado de estudiar el efecto del tratamiento intensivo con 
estatinas en el proteoma de los monocitos circulantes ya que, aunque está demostrada su 
eficacia en el tratamiento y prevención de la enfermedad coronaria y otras formas de 
aterosclerosis [42-44], los mecanismos que explican estos beneficios aún no han podido 
ser explicados.  
El estudio de los mapas bidimensionales de los monocitos circulantes de pacientes 
tratados y no tratados con Atorvastatina puso de manifiesto que el tratamiento con 
Atorvastatina 80 mg/d durante los dos meses siguientes al SCA modificaba la expresión 
de 27 manchas proteicas respecto al tratamiento convencional. Estas 27 manchas 
proteicas corresponden a 20 proteínas diferentes [217]. 
Las proteínas identificadas, de las cuales se comentarán a continuación las más 





Proteínas energéticas y del metabolismo 
La Triosafosfato isomerasa, la Proteína de unión el receptor Manosa-6-fosfato, la 
Proteína Disulfuro-isomerasa ER60 (PDI) y las Piruvato-quinasas son proteínas 
mitocondriales. La mitocondria proporciona la energía para el mantenimiento y 
reparación de los componentes celulares. Se piensa que el deterioro de las funciones 
mitocondriales juega un papel principal en muchas enfermedades provocadas por los 
daños causados por las especies reactivas del oxígeno [218]. El estrés oxidativo 
mitocondrial ha sido implicado en la enfermedad cardiaca, incluyendo la isquemia y 
otras patologías. A excepción de la Triosafosfato isomerasa, cuya expresión se ve 
disminuida de un modo similar en los pacientes con SCA y los pacientes estables, las 
proteínas de este grupo estaban infraexpresadas específicamente en los pacientes con 
SCA respecto a los sanos y no en los estables. Por tanto, una disminución en la 
expresión de estas proteínas podría estar relacionada con el inicio del SCA. La 
posibilidad de que estos cambios sean secundarios al SCA o bien que estén 
directamente implicados en la fisiopatología de la enfermedad debe ser objeto de futuros 
trabajos. 
La PDI es una proteína multifuncional que cataliza la oxidación, reducción e 
isomerización de los puentes disulfuro dentro de una molécula durante el procesamiento 
postraduccional [219]. Juega un papel crucial en la respuesta inmune e inflamatoria y su 
sobreexpresión puede suprimir la actividad transcripcional dependiente de NF-κB [220]. 
Por su parte la expresión de NF-κB, que induce la expresión de muchas proteínas 
proinflamatorias y protrombóticas [221], está elevada en las placas ateroscleróticas 
responsables del SCA [222] y en las células mononulcleares de sangre periférica 
durante el evento [223]. En nuestro estudio, los monocitos de los pacientes T=0 
mostraron un descenso significativo de una isoforma de la PDI y la ausencia absoluta de 
otra que no ocurría en los pacientes estables. Además, esta última isoforma permanecía 
ausente durante al menos dos meses. Esto nos indica que, en el SCA, el aumento de 
actividad NF-κB podría deberse a una ausencia de regulación negativa por parte de la 
PDI. Más aún, pudimos observar que el tratamiento con Atorvastatina normalizaba la 
expresión de la isoforma ausente de la PDI en los pacientes T=2m. Esto concuerda con 
trabajos recientes que muestran una reducción de la actividad de NFκB causada por un 
tratamiento con Atorvastatina 80 mg/d, tanto en la placa de ateroma como en las células 




la PDI provocada por la terapia con Atorvastatina podría mediar esta reducción de la 
actividad de NFκB. 
La ruta glicolítica estaba elevada en los pacientes T=0, habiendo un aumento en la 
expresión de la proteína α-Enolasa que se normalizaba a los 4 días y no existía en los 
pacientes estables. Estos resultados sugieren un balance a favor de esta ruta en 
detrimento de la oxidación de los ácidos grasos. Se ha visto que la expresión de esta 
enzima aumenta en los macrófagos peritoneales de ratón cuando se transforman en 
células espumosas a través de la acumulación de ésteres del colesterol [225]. Por tanto, 
durante el SCA los monocitos circulantes muestran características bioquímicas que los 
predisponen a convertirse en células espumosas una vez que se internen en la pared 
vascular.  
Las Glutation-transferasas tienen una función protectora, modulando el estrés 
oxidativo. La trasfección con el ADNc de la Glutation S-transferasa A4-4 protege las 
células endoteliales de la apoptosis inducida por peróxidos [226], un proceso biológico 
relacionado con la inestabilidad de la placa de ateroma [227, 228]. Además, la 
inducción de esta y otras enzimas antioxidantes en células musculares lisas de rata 
aumenta su resistencia al daño vascular oxidativo [229]. La Glutation-transferasa 
también está implicada en la detoxificación de sustancias dañinas procedentes del 
tabaco, como los epóxidos. La carencia genética de Glutation S-transferasa predice un 
aumento en la incidencia de infarto cerebral y de miocardio en fumadores diabéticos 
[230]. La ausencia de expresión de esta enzima en los monocitos en el SCA apunta a 
una reducción en la capacidad antioxidante del organismo como detonante de este 
síndrome, ya que su expresión era normal en los pacientes estables. 
En cuanto al tratamiento con Atorvastatina, pudimos observar que los niveles de 
expresión de la Piruvato-quinasa y la Triosafosfato isomerasa, que estaban ausente y 
disminuida respectivamente en los pacientes T=2m, se normalizaban en los pacientes 
tratados con Atorvastatina. Por otro lado, la Fosfoglicerato-quinasa, que estaba 
aumentada en los pacientes que recibieron el tratamiento convencional respecto a los 
sanos, era parcialmente normalizada en los pacientes T=2m(+ATV). En un estudio 
realizado en monos, se observó que la Triosafosfato isomerasa presenta unos niveles de 
expresión disminuidos en el ventrículo izquierdo de machos viejos, comparados con 
hembras o machos jóvenes, lo que sugiere que este descenso podría tener relación con el 
aumento en la incidencia de eventos cardiovasculares en los monos de mayor edad 
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[231]. El aumento en la expresión de esta enzima causado por el tratamiento con 
Atorvastatina sugiere un papel protector para esta terapia. La ATP-sintasa, una enzima 
implicada en la producción de energía, estaba disminuida en los pacientes T=2m y el 
tratamiento con Atorvastatina la normalizaba. En cualquier caso, no existen datos 
previos sobre los posibles efectos de las estatinas en la expresión de estas proteínas, por 
lo que serán necesarios futuros estudios para explicar su posible papel en este escenario. 
Enzimas hidrolíticas 
La Catepsina D es una proteasa responsable de la degradación de proteínas 
intracelulares y también endocitadas [232]. Se sintetiza como un precursor (Catepsina D 
proforma) que se activa mediante proteolisis dando lugar a la forma madura en 
diferentes compartimentos celulares. La forma madura podría modificar el LDL, lo que 
induce la formación de las células espumosas [233]. Además, se ha sugerido que la 
Catepsina D podría participar en la apoptosis de los macrófagos, favoreciendo la 
inestabilidad de la placa [234]. Los pacientes con SCA mostraron una ausencia de 
expresión de la forma precursora de la enzima (Catepsina D proforma), que no se daba 
en los estables. Sin embargo, la expresión de la enzima activa estaba aumentada, como 
demuestran los resultados proteómicos y también la inmunodetección. Esta tendencia se 
invierte a lo largo de la evolución de la enfermedad, hasta que la forma madura 
desaparece y la Catepsina D proforma vuelve a aparecer en los pacientes T=6m. Todo 
esto sugiere que durante el SCA aumenta la activación de la Catepsina D y, puesto que 
se trata de un marcador de diferenciación de monocitos a macrófagos [235], nuestros 
resultados podrían indicar que los monocitos circulantes en el SCA han iniciado 
parcialmente este proceso antes de entrar en la pared arterial. Por otro lado, la expresión 
de la Catepsina D proforma, que estaba ausente en pacientes T=2m, se normalizaba 
parcialmente por el tratamiento con Atorvastatina, lo que indica que esta terapia podría 
favorecer el proceso de normalización. 
Proteínas de estrés 
Las proteínas comentadas en los apartados previos presentaban un patrón de 
expresión alterado en los monocitos de los pacientes con SCA respecto al grupo de 
controles sanos y la mayor parte de ellas también estaban alteradas respecto a los 
pacientes estables. Sin embargo, encontramos cuatro proteínas implicadas en la 
respuesta celular al estrés que estaban diferencialmente expresadas tanto en los 




estarían implicadas en la complicación de la placa, pero podrían desempeñar un papel 
en la patogénesis de la aterosclerosis, lo que planteamos como hipótesis para futuros 
estudios. 
La Paraoxonasa I (PON I) es parcialmente responsable de los efectos 
antioxidantes del HDL y se ha relacionado con la protección contra la aterotrombosis 
[236]. Los polimorfismos genéticos de PON I que tienen una menor capacidad para 
proteger contra la oxidación del LDL están asociados con una mayor incidencia de 
enfermedad coronaria [237]. La actividad de PON I en suero está reducida en pacientes 
con infarto de miocardio e individuos con diversos factores de riesgo cardiovascular 
[238]. Su ausencia en los monocitos de los pacientes estables podría indicar una falta de 
actividad antioxidante en la aterosclerosis coronaria crónica, enfermedad en la que el 
estrés oxidativo juega un papel fundamental. Por otra parte, en los pacientes 
T=2m(+ATV) la expresión de PON I se disparaba, estando incluso por encima de los 
niveles en los sanos. Esto sugiere otro mecanismo potencial para el efecto beneficioso 
del tratamiento con Atorvastatina, que concuerda con un trabajo previo en el que se 
demuestra que la Atorvastatina aumenta la actividad de PON I en plasma de sujetos 
hipercolesterolémicos [239], aunque los efectos de otras estatinas son menos 
consistentes [240, 241]. 
La HSP70 protege la función endotelial y está implicada en mecanismos 
antiapoptóticos que preservan el miocardio de la hipoxia [242, 243]. Es más, el aumento 
de los niveles séricos de esta proteína están asociados a un menor riesgo de sufrir 
enfermedad coronaria [243] . Por ello, podríamos decir que los pacientes con SCA y los 
pacientes estables carecen de las propiedades protectoras de la HSP70, ya que está 
disminuida o ausente en todos ellos. En los pacientes T=2m, los niveles de HSP70 están 
disminuidos respecto a los sanos y la forma constitutiva de la proteína, la HSC70, está 
completamente ausente. Sin embargo, la expresión de ambas se normalizaba en los 
pacientes tratados con Atorvastatina, lo que supone otro mecanismo de acción potencial 
de esta terapia. En este sentido, se ha observado que la Simvastatina potencia la 
expresión de HSP70 en las células endoteliales vasculares, favoreciendo la 
translocación al núcleo del Factor 1 de Choque Térmico [244]. 
La HSP60 está implicada en la aterogénesis, se encuentra en la placa de ateroma y 
es capaz de activar el endotelio, las células musculares lisas y los macrófagos [245, 
246]. Además, los niveles séricos de HSP60 están aumentados en pacientes con un 
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infarto de miocardio previo, aunque su actividad proinflamatoria queda anulada 
mientras se encuentra dentro de las células [247]. La ausencia de HSP60 en los 
monocitos de todos los pacientes incluidos en nuestro estudio (pacientes con SCA y 
estables) podría deberse a la liberación de esta proteína al plasma. Por otra parte, el 
tratamiento con Atorvastatina normaliza la expresión de la HP60 en los monocitos, lo 
que no encaja de un modo claro con sus efectos aterogénicos. Sería necesario realizar 
estudios complementarios para comprobar que esta proteína pudiera ser liberada al 
plasma por los monocitos en los pacientes con SCA y que la Atorvastatina impidiese de 
algún modo esta liberación. Es más, aunque se ha comprobado que las estatinas reducen 
los títulos de anticuerpos contra la HSP60 en el plasma [248], por el momento no hay 
datos sobre los efectos de estas drogas sobre su expresión y nuestros resultados merecen 
ser objeto de futuras investigaciones. 
Finalmente, el Oncogén DJ1 también estaba ausente en los pacientes con SCA y 
los estables. Esta proteína es una cochaperona de la HSP70 y juntas previenen la 
apoptosis de macrófagos inducida por Interferón-Gamma y Lipopolisacárido [249]. Por 
tanto, la ausencia de la chaperona conjunta HSP70/DJ1 podría potenciar la muerte 
apoptótica de los macrófagos, favoreciendo el proceso aterogénico [25]. 
Proteínas implicadas en procesos de inflamación y trombosis 
La Anexina I es una proteína regulada por glucocorticoides que está implicada en 
la regulación de la fagocitosis, señalización celular y proliferación. Se ha postulado su 
intervención en la acción antiinflamatoria de los glucocorticoides [250] y, entre otros 
efectos, inhibe la expresión de la L-selectina y de CD11/CD18 en los monocitos y otros 
tipos celulares [251]. Encontramos dos manchas proteicas que correspondían a esta 
proteína ausentes en los monocitos de los pacientes T=2m. Una de ellas era normalizada 
por el tratamiento con Atorvastatina y la otra incluso aumentaba su expresión respecto a 
los sanos. Por lo tanto, la Anexina I (o Lipocortina) podría ser un mediador de los 
efectos antiinflamatorios de las estatinas, aunque no existen datos sobre la influencia de 
estas drogas en la expresión de esta proteína. 
La Anexina II es un receptor para el Activador de Plasminógeno en tejido y el 
Plasminógeno, para su conversión en Plasmina [252]. La Plasmina juega un papel 
principal en la prevención de la oclusión vascular, induciendo la ruptura del coágulo 
[253]. La Anexina II recombinante induce la generación de Plasmina por las células 




modelo de rata [254]. Es más, la lipoproteína aterogénica y la homocisteína reducen la 
unión de la Anexina II al Plasminógeno y al Activador del Plasminógeno, 
respectivamente [255]. Por tanto, la Anexina II parece tener efectos 
antiaterotrombóticos y la normalización de las dos manchas proteicas que corresponden 
a esta proteína en los monocitos de los pacientes tratados con Atorvastatina sugiere un 
nuevo mecanismo protector de esta terapia. De todos modos, estos resultados requieren 
futuras investigaciones, ya que en trabajos previos se ha demostrado que las estatinas 
causan una disminución en los niveles de expresión de la Anexina II en macrófagos in 
vitro [252]. 
Las Ficolinas son lectinas compuestas por un dominio similar al Fibrinógeno y 
otro similar al Colágeno, que provocan la activación del complemento y participan en la 
inmunidad innata [256, 257]. Encontramos tres manchas proteicas con diferentes 
comportamientos que correspondían a Ficolinas. Dos de ellas estaban ausentes en los 
pacientes T=2m y el tratamiento con Atorvastatina aumentaba su expresión. La tercera 
mancha no estaba alterada en los pacientes T=2m respecto a los sanos y, sin embargo, 
estaba disminuida en los pacientes T=2m(+ATV). Puesto que no existen datos previos 
sobre el efecto de las estatinas en la regulación de la expresión de las Ficolinas en el 
SCA, estos resultados necesitan de futuros estudios para poder dilucidar si las estatinas 
producen efectos diferentes en las proteínas de esta familia. 
Proteínas contráctiles y estructurales 
La expresión de la proteína Vimentina estaba aumentada en los pacientes T=0, 
aunque sus niveles volvían a la normalidad en los pacientes T=4d. Esta proteína es el 
componente más común de los filamentos intermedios que forman parte del 
citoesqueleto de casi todas las células eucariotas y es la primera que se expresa durante 
la diferenciación celular. La Vimentina se une al LDL oxidado (oxLDL) en los 
macrófagos y podría participar en el procesamiento intracelular de esta lipoproteína 
[258]. También está implicada en la diferenciación de las células musculares lisas [259]. 
Un análisis proteómico reciente ha descrito un aumento de la Vimentina en los 
monocitos THP-1 humanos estimulados con oxLDL [179]. El aumento de la expresión 
de esta proteína en los pacientes T=0 sugiere un papel de esta proteína en el 
desencadenamiento del SCA, aunque se requieren futuros estudios para probarlo. 
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La Estatmina es una proteína con un papel crucial en la regulación del 
citoesqueleto microtubular y en la regulación del ciclo celular [260, 261]. Su expresión 
no estaba alterada en los pacientes T=2m, pero estaba aumentada en los pacientes 
T=2m(+ATV). Está demostrado que la exposición de las células endoteliales humanas 
al oxLDL provoca la inactivación y la disminución de los niveles de esta proteína [173], 
pero no existen datos sobre la influencia de las estatinas en su función y expresión. 
Nuestros hallazgos sugieren que el aumento de la expresión de esta proteína podría 
participar en la acción antiproliferativa de las estatinas. 
Otras funciones 
La Timidina-fosforilasa ha sido recientemente relacionada con la inhibición de la 
proliferación de las células musculares lisas de la pared vascular [262], un fenómeno 
biológico implicado en la fisiopatología de la aterosclerosis. Además, activa la 
neoangiogénesis [263], un proceso que alivia las consecuencias de la enfermedad 
coronaria, ya que los nuevos vasos formados pueden aportar sangre y oxígeno a las 
regiones del miocardio amenazadas por el estrechamiento de las arterias coronarias por 
las lesiones ateroscleróticas. La ausencia de expresión del precursor de la Timidina-
fosforilasa en los monocitos de los pacientes T=0 puede suponer la carencia de estos 
efectos protectores. 
Las S100 son una familia de proteínas de unión a calcio que han sido descritas 
como marcadores útiles de infarto y otros daños cerebrales [264, 265]. También son 
ligandos de los receptores para productos de glicosilación avanzados, que son 
importantes mediadores del daño vascular y se ha comprobado que aceleran la 
aterogénesis en modelos de ratón [266, 267]. La S100A8 (Calgranulina) se expresa 
constitutivamente a elevadas concentraciones en granulocitos y durante etapas 
tempranas de la diferenciación de los monocitos [266, 267]. Regula la fosforilación, la 
actividad de la NADPH-oxidasa y el transporte de ácidos grasos en monocitos y 
neutrófilos [268]. Esta proteína tiene también propiedades quimiotácticas y ha sido 
relacionada con procesos inflamatorios, incluyendo la aterosclerosis [265], estando 
presente en macrófagos y células espumosas de la placa de ateroma humana [268]. De 
todos modos, la proteína S100A8 se encontraba ausente en los monocitos de los 
pacientes T=0, mientras que se expresaba con normalidad en los pacientes estables. Este 
resultado, que se confirmó mediante inmunodetección, podría indicar una relación entre 




S100A9, que se sobreexpresa en los leucocitos de sangre periférica en pacientes con 
isquemia cerebral [269], estaba ausente en los Pacienes T=2m y el tratamiento con 
Atorvastatina normalizaba su expresión. Como en el caso de la HSP60, estos resultados 
no encajan bien con las potenciales propiedades proaterogénicas de esta familia de 
proteínas, por lo que será necesario realizar estudios posteriores.  
La Angiogenina es una ribonucleasa implicada en la angiogénesis, que induce la 
proliferación, migración y activación de proteasas en las células musculares lisas y 
endoteliales, cuyos efectos se modulan cuando se acopla al Inhibidor de Ribonucleasa 
[270]. El complejo Inhibidor de Ribonucleasa-Angiogenina estaba ausente en los 
monocitos de los pacientes T=2m y se normalizaban en los pacientes T=2m(+ATV). Por 
tanto, el tratamiento con Atorvastatina podría inhibir la acción de la Angiogenina al 
favorecer la formación del complejo con su inhibidor. 
La Prohibitina se localiza en multitud de compartimentos celulares y está 
implicada en el desarrollo normal y estabilidad mitocondrial [271]. La disminución de 
su expresión se ha relacionado con el daño causado por los radicales de oxígeno 
procedentes de la mitocondria [272]. Dado el papel que desempeña la disfunción 
mitocondrial en las enfermedades relacionadas con la edad (obesidad, diabetes y 
síndrome metabólico), esta proteína podría tener interés en el desarrollo de nuevas 
drogas para el tratamiento de estas afecciones [272]. Además, la Prohibitina tiene 
efectos proapoptóticos, antiinflamatorios e incluso podría ejercer una función de 
supresión de tumores [272]. El tratamiento con Atorvastatina normaliza la expresión de 
esta proteína, que estaba ausente en los pacientes T=2m, lo que sugiere otro mecanismo 
potencialmente protector de este tratamiento. 
B) PLASMA 
Como se ha señalado anteriormente, la sangre humana es una de las muestras 
clínicas más accesibles y supone la fuente de información más importante en la 
investigación de diferentes enfermedades y los efectos de diversos fármacos. Sin 
embargo, el plasma no se ha utilizado a menudo en proteómica clínica, ya que la 
metodología proteómica más comúnmente usada para la identificación de 
biomarcadores (2-DE e identificación de las proteínas mediante espectrometría de 
masas) ha tenido más éxito al aplicarla a tejidos sólidos. El enorme rango dinámico que 
separa la proteína más abundante del plasma (la albúmina) y las más escasas en unos 
109 órdenes de magnitud, junto con la aglomeración de puntos en los geles 
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bidimensionales en la región entre 45-80 KDa y en el rango de punto isoeléctrico entre 
4,5-6, hacen que el análisis del plasma mediante 2-DE sea una tarea muy complicada. 
Una posible solución a este problema podría ser la aplicación de diferentes técnicas de 
separación de proteínas basadas en diversos métodos de afinidad [197-200]. En 2003, 
Pieper y colaboradores [196] desarrollaron una estrategia para generar matrices de 
inmunoafinidad múltiple, muy eficaces a la hora de eliminar de forma específica y 
reproducible las proteínas más abundantes del plasma. A la vista de sus resultados, 
consideramos que podría tratarse de un método adecuado para analizar la expresión 
diferencial de proteínas en el plasma de los pacientes con SCA mediante electroforesis 
bidimensional. Por ello, decidimos utilizar un sistema comercial semejante al que ellos 
emplearon (Multiple Affinity Removal System, Agilent Technologies), que estaba 
optimizado para la depleción de las seis proteínas mayoritarias del plasma humano. Este 
sistema era el más eficaz y reproducible que existía en el mercado en el momento de 
comenzar nuestro estudio.  
Por otra parte, durante las etapas previas al desarrollo de esta tesis se publicaron 
los primeros estudios basados en la electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) 
[273-276]. Esta tecnología supone un gran avance en proteómica comparativa, ya que 
presenta grandes ventajas respecto a la 2-DE convencional, permitiendo una mejora en 
la linealidad en el rango dinámico de detección, así como una mayor reproducibilidad y 
un método de cuantificación más fiable. Por ello, decidimos incorporarla a nuestro 
estudio comparativo. Sin embargo, tras las primeras pruebas, pudimos comprobar que, 
aunque el número de manchas proteicas detectadas por los respectivos programas de 
análisis de imagen era similar en los dos tipos de geles (2-DE y 2D-DIGE), la 
distribución de las mismas era diferente. Esto se debe a que la región superior (60-120 
kDa) de los geles teñidos con plata el solapamiento, la saturación y la baja resolución de 
las manchas proteicas impedían al programa una correcta detección y cuantificación de 
las mismas. En cambio, las manchas de esta misma región en los geles 2D-DIGE se 
resolvían muy bien, mientras que el número de manchas detectadas en la región inferior 
(0-60 kDa) era mucho menor al de los geles teñidos con plata. Por ello, nos pareció 
interesante realizar nuestro estudio utilizando estas dos técnicas complementarias. 
El análisis mediante 2-DE del plasma deplecionado de los pacientes con SCA 
incluidos en el estudio mostró 52 manchas proteicas diferencialmente expresadas en los 




43 de las cuales coincidían en ambas comparaciones. En el global, teniendo en cuenta 
ambas comparaciones, el análisis encontró 64 manchas proteicas expresadas 
diferencialmente, de las cuales pudimos identificar 56 mediante espectrometría de 
masas. En este primer análisis, el número de manchas diferencialmente expresadas en 
los pacientes con SCA respecto a los individuos sanos no tiende a disminuir con el 
tiempo como ocurría en el caso de los monocitos, sino que desciende a los 4 días pero 
luego tiende al alza. En la comparación con los estables las diferencias tampoco tienden 
a disminuir, sino que se mantienen en unos valores similares en todos los grupos 
estudiados. Resulta llamativo el hecho de que el mayor número de diferencias aparece 
en las comparaciones con los pacientes estables, lo que sugiere que el plasma de los 
pacientes estables es muy diferente al del resto de los grupos. En el caso del análisis 
mediante 2D_DIGE, encontramos 49 manchas con alteraciones en sus niveles de 
expresión en los pacientes con SCA respecto a los sanos, 47 de las cuales también 
presentaban alteraciones en la comparación con los estables. En esta última 
comparación aparecieron además 8 nuevas manchas diferencialmente expresadas, lo que 
hace un total de 55 diferencias con los estables. Teniendo en cuenta las dos 
comparaciones, el análisis mostró 57 manchas con expresión diferencial, de las cuales 
identificamos 55. Como ocurría en el análisis anterior, existe una ligera tendencia al 
alza en el número de diferencias detectadas en la comparación con los sanos, siendo 
mínimo en el momento del ingreso y aumentando progresivamente (a excepción de los 
pacientes T=4d, donde el número de alteraciones se dispara puntualmente). En cambio, 
la tendencia en la comparación con los pacientes estables es más difícil de percibir, 
aunque parece que el número de diferencias tiende ligeramente a descender con el 
tiempo. A pesar de ello, si tenemos en cuenta las cifras absolutas, de nuevo el número 
de diferencias es mayor en la comparación con los pacientes estables que al comparar 
con los sanos (excepto T=4d, que muestra el mismo número de diferencias en ambos 
casos). 
Además, quisimos estudiar los efectos que producía el tratamiento con 
Atorvastatina en el plasma de los pacientes que recibieron este tratamiento ya que, 
aunque los estudios PROVE-IT y REVERSAL mostraron un mayor beneficio en los 
pacientes tratados con Atorvastatina en los que hubo una mayor reducción de los niveles 
plasmáticos de LDL y Proteína C-reactiva [46, 277], sus efectos sobre otras proteínas en 
el plasma son poco conocidos. En este caso, el análisis mediante 2-DE mostró que el 
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tratamiento con Atorvastatina 80 mg/d durante los dos meses siguientes al SCA 
modificaba la expresión de 19 manchas, de las cuales 17 pudieron ser identificadas. Por 
su parte, el análisis mediante 2D-DIGE reveló que el tratamiento con Atorvastatina 
causaba variaciones en la expresión de 33 manchas proteicas, de las cuales 32 fueron 
identificadas con éxito. 
El análisis mediante 2D-DIGE nos permitió realizar diferentes tipos de análisis 
multivariante con dos objetivos principales: por un lado, tratar de evaluar la capacidad 
de los perfiles de expresión definidos por los mapas bidimensionales del plasma 
deplecionado para clasificar los grupos que se estaban estudiando y, por otro lado, 
buscar aquellos conjuntos de proteínas diferencialmente expresadas que mostrasen 
patrones de expresión similares en los diferentes grupos. El análisis de componentes 
principales (ACP) representa las medidas numéricas de varias variables en un espacio 
de pocas dimensiones para facilitarnos la interpretación de los datos [204]. Esta 
reducción de dimensionalidad evidencia relaciones entre los datos que las dimensiones 
superiores enmascaran a nuestra percepción. Así, en el gráfico de puntuación obtenido 
para las 30 muestras estudiadas (figura R_16B), apreciamos cierto agrupamiento de las 
muestras correspondientes a cada grupo experimental, lo que indica que los perfiles de 
expresión obtenidos permiten distinguir los grupos de estudio. Observamos que el 
primer componente principal (eje vertical), que es el que tiene más importancia en la 
varianza total, separa fundamentalmente los pacientes con SCA T=0, T=4d y T=2m (a 
la derecha) de los pacientes estables (a la izquierda), mientras que los sanos y los 
pacientes T=6m se reparten a ambos lados del eje. En cambio, el segundo componente 
(eje horizontal) separa los sanos y pacientes T=0 (abajo) de los pacientes con SCA 
T=4d y T=2m (arriba), mientras que los pacientes T=6m y estables se distribuyen a 
ambos lados del eje. Cabe destacar que la distribución de los pacientes estables en el 
gráfico, bien separados del resto de los grupos, vuelve a sugerir que se trata de un grupo 
con un perfil de expresión diferente al resto. Por su parte, la distribución de los 
pacientes T=0 parece reflejar una cierta tendencia del estado “Sano” hacia el “SCA” y 
la distribución de los pacientes T=6m el segundo caso, tiende del estado “SCA” hacia 
un estado entre “Sano” y “Estable”. Por tanto, estos datos indican que los perfiles de 
expresión permiten incluso apreciar cierto grado de relación entre algunos de los grupos 
de estudio. Algo similar ocurre al realizar el análisis de grupos jerárquico (figura R_17), 




Debemos recordar que se realizaron dos tipos de clasificación, estimando la similitud 
mediante dos parámetros diferentes, para ver si había diferencias al clasificar los datos 
según los valores absolutos (distancia Euclídea) o según las tendencias en los patrones 
de expresión (coeficiente de Pearson), cosa que efectivamente ocurre. En el primer caso, 
las muestras se agrupan de manera que los estables aparecen todos juntos en el extremo 
derecho del panel y a su lado aparecen intercalados los sanos, los pacientes T=0 y dos 
pacientes T=6m. En la parte izquierda del panel aparecen mezclados el resto de los 
pacientes con SCA. Curiosamente, en la clasificación mediante el coeficiente de 
Pearson los estables aparecen entre los pacientes T=0 y los sanos, lo que sugiere que, 
según la tendencia en los patrones de expresión, los estables ocuparían un lugar 
intermedio entre los sanos y los pacientes con SCA. En cuanto a los grupos de manchas 
proteicas con perfiles de expresión similares, en la clasificación mediante la distancia 
Euclídea se distinguen dos grupos en el conjunto de 21 manchas con expresión 
diferencial seleccionadas, uno de ellos con 3 manchas (488, 489 y 492) y otro con 19. 
La clasificación mediante el coeficiente de Pearson en cambio define 5 grupos, uno de 
los cuales contiene 4 manchas (240, 488, 489 y 492), coincidiendo prácticamente con el 
grupo de 3 manchas determinado anteriormente. Curiosamente, la clasificación de k-
medias (figura R_18) agrupó las manchas proteicas en los mismos dos conjuntos que la 
clasificación jerárquica mediante la distancia Euclídea, presentando el grupo de 3 
manchas un muy buen valor q, lo que indica que estas 3 manchas presentan un perfil de 
expresión muy similar. Sin embargo, la clasificación mediante mapas auto-
organizativos que utilizó esta misma medida de similitud (figura R_19) encontró 4 
grupos, aunque uno de ellos (el que obtuvo el mejor valor q) resultó ser el mismo grupo 
de 3 manchas proteicas (488, 489 y 492). Por su parte, la clasificación mediante mapas 
auto-organizativos que estima la similitud mediante el coeficiente de Pearson (figura 
R_20) halló 5 grupos de manchas proteicas, uno de los cuales coincidía con el grupo de 
4 manchas (240, 488, 489 y 492) de la clasificación jerárquica mediante el mismo 
coeficiente. No obstante, el valor q obtenido por este grupo mostraba una mayor 
heterogeneidad en los perfiles de expresión de estas manchas, lo que se explica por la 
mancha 240, que es la única diferencia con el grupo de 3 manchas definido en las 
clasificaciones anteriores. Si observamos el perfil de expresión de este grupo de 
manchas (488, 489 y 492) en los diferentes grupos de estudio, podemos apreciar que 
hay una elevación de los niveles de expresión (más o menos acusada) en los pacientes 
T=0, que va disminuyendo progresivamente hasta llegar en los estables a niveles 
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similares o incluso inferiores a los sanos. Efectivamente, la mancha 240 no se ajusta del 
todo a este patrón, ya que los niveles en los pacientes T=6m están elevados por encima 
del que muestran los pacientes T=0, cosa que no ocurre en el resto de las manchas del 
grupo. Si además de todo esto tenemos en cuenta que la mancha 489 es el valor extremo 
o atípico en el ACP, todos estos datos apuntan a que las manchas 488, 489 y 492 
podrían ser tomadas en conjunto como un potencial marcador de SCA. 
Respecto al experimento 2D-DIGE realizado para comprobar el efecto del 
tratamiento con Atorvastatina 80 mg/d durante los dos meses siguientes al SCA, el ACP 
permite de nuevo apreciar el agrupamiento de las muestras pertenecientes a cada grupo 
experimental (figura R_23). El primer componente principal (eje vertical) en este caso 
separa los pacientes de los sanos y el segundo componente principal (eje horizontal) 
separa los pacientes tratados con Atorvastatina de los que recibieron la terapia 
convencional. En este caso, la clasificación jerárquica (figura R_24) prácticamente no 
muestra diferencias al utilizar la distancia Euclídea o el coeficiente de Pearson, 
separando los tres grupos perfectamente y situando en ambos casos a los pacientes 
T=2m entre los sanos y los pacientes T=2m(+ATV). La clasificación de las manchas 
proteicas es también muy similar y tanto la distancia Euclídea como el coeficiente de 
Pearson parecen definir 3 grupos. La clasificación de k-medias (figura R_25) coincidió 
casi por completo con los grupos determinados por la clasificación jerárquica mediante 
la distancia Euclídea, que definió tres grupos, uno de ellos formado por cinco manchas 
(172, 363, 368, 404, 664), otro por 9 (751, 774, 947, 219, 345, 380, 450, 473, 514, 552) 
y el último, con el mejor valor q, formado por solo 2 manchas proteicas (562 y 853). Sin 
embargo, la clasificación mediante mapas auto-organizativos basada en la misma 
distancia (figura R_26), encontró 5 grupos. Uno de ellos, formado por 6 manchas (831, 
172, 363, 368, 404, 664), es muy parecido al grupo de 5 manchas que aparece en la 
clasificación de k-medias, pero presenta un peor valor q, probablemente debido al 
comportamiento de la mancha 831 no se ajusta del todo al patrón del resto del grupo. 
También aparece el conjunto formado por dos manchas proteicas (562 y 853), que de 
nuevo presenta el mejor valor q. En cambio, aparece otro grupo nuevo de 5 manchas 
con muy buen valor q (345, 380, 450, 473, 514) que no aparecía en la clasificación de k-
medias. Por último en la clasificación mediante mapas auto-organizativos basada en el 
coeficiente de Pearson (figura R_27) aparecen 3 grupos de manchas proteicas 




no aparece el grupo de 2 manchas (562 y 853), sí aparece el mismo grupo de 6 manchas 
de la clasificación anterior (831, 172, 363, 368, 404, 664), que incluía las 5 manchas del 
grupo definido en la clasificación de k-medias (172, 363, 368, 404, 664). Curiosamente, 
ninguno de los grupos de manchas señalados en esta ocasión incluye el valor extremo o 
atípico detectado en el ACP (mancha 882), cuyo comportamiento parece ser 
completamente diferente al de las restantes 18 manchas incluidas en el análisis. Por 
tanto, teniendo en cuenta todos estos datos no podemos destacar claramente un grupo 
concreto como potencial marcador de tratamiento, aunque hay dos grupos que podrían 
ser interesantes. El primero de ellos se compone de cinco manchas (172, 363, 368, 404, 
664) cuyos niveles parecen estar elevados con la terapia convencional, mientras que el 
tratamiento con Atorvastatina los normalizaría parcialmente. El segundo grupo estaría 
formado por dos manchas (562 y 853) cuyos niveles de expresión son similares en los 
pacientes que recibieron la terapia convencional y los sanos, pero el tratamiento con 
Atorvastatina los hace disminuir drásticamente. 
En cuanto a las identificaciones, el conjunto de los análisis del plasma 
deplecionado de los pacientes con SCA que habían recibido un tratamiento 
convencional encontró en total 113 manchas proteicas diferencialmente expresadas, 64 
mediante 2-DE y 57 mediante 2D-DIGE. De las 64 manchas encontradas mediante 2-
DE, pudimos identificar 56 que correspondían en realidad a potenciales isoformas de 22 
proteínas diferentes (19 al comparar con los sanos y 20 con los estables). De las 57 
manchas con expresión diferencial halladas mediante 2D-DIGE, identificamos 55 que 
pertenecían a isoformas potenciales de 23 proteínas diferentes (22 al comparar con los 
sanos y 23 con los estables). Por su parte, el análisis del plasma deplecionado de los 
pacientes con SCA que habían recibido el tratamiento con Atorvastatina reveló un total 
de 48 manchas proteicas expresadas diferencialmente, 33 mediante 2D-DIGE y 19 
mediante 2-DE. De estas 19 pudieron ser identificadas 17, que pertenecen a posibles 
isoformas de 11 proteínas diferentes, mientras que de las otras 33 se identificaron 32 
correspondientes a isoformas potenciales de 15 proteínas diferentes. Teniendo en cuenta 
todos estos datos en conjunto, de las 137 manchas proteicas que mostraron alteraciones 
en sus niveles de expresión en alguna de las comparaciones realizadas, 125 fueron 
identificadas con éxito. Estas 125 manchas correspondieron en realidad a potenciales 




Proteína HUPO Anderson 
Alpha-1-B-glycoprotein NO NO 
Alpha-2-HS-glycoprotein  SÍ (T8) NO 
Alpha-2-macroglobulin  SÍ (T4) SÍ 
AMBP protein NO NO 
Amyloid related serum protein SAA SÍ (T1) SÍ 
Angiotensinogen SÍ (T2) SÍ 
Antithrombin-III NO SÍ 
Apolipoprotein A-I SÍ (T2) SÍ 
Apolipoprotein A-IV  SÍ (T2) SÍ 
Apolipoprotein E SÍ (T2) SÍ 
Apolipoprotein J NO SÍ 
Beta-2-glycoprotein SÍ (T2) SÍ 
Beta-Actin SÍ (T5) NO 
CD5 antigen-like SÍ (T1) NO 
Chloride intracellular channel 1  NO NO 
Complement C1r SÍ (T1) NO 
Complement C3 NO SÍ 
Complement factor B NO NO 
Complement factor H NO NO 
Complex-forming glycoprotein HC NO NO 
Fibrinogen Beta SÍ (T2) SÍ 
Fibrinogen Gamma SÍ (T2) SÍ 
Gelsolin SÍ (T3) NO 
Hakata antigen NO NO 
Hemopexin SÍ (T1) SÍ 
Inter-alpha-trypsin inhibitor NO NO 
Kininogen 1  SÍ (T1) NO 
Leucine-rich Alpha-2-glycoprotein SÍ (T1) NO 
Peroxiredoxin-2 SÍ (T1) NO 
Pigment epithelium-derived factor SÍ (T1) NO 
PRO2222 (HRBP) SÍ (T4) NO 
Serum Amyloid P-component NO NO 
Tetranectin  NO NO 
TPM4 NO NO 
Transthyretin  NO NO 
Triosephosphate Isomerase  SÍ (T1) NO 
Vitamin D Binding Protein NO NO 
Vitronectin  SÍ(T1) SÍ 
Zinc-alpha-2-glycoprotein NO NO  
Tabla TD_01: Lista de las proteínas identificadas en esta Tesis. La columna “HUPO” indica si la proteína 
había sido incluida entre las proteínas relacionadas con el sistema cardiovascular identificadas y 
agrupadas en diferentes tablas en la fase piloto Proyecto Proteoma del Plasma de la HUPO [278]. La 
columna “Anderson” indica si estas proteínas habían sido recogidas como potenciales biomarcadores de 
enfermedad cardiovascular en la revisión publicada por L. Anderson [279]. SÍ, indica que la proteína 
estaba incluida en la publicación; NO, indica que la proteína no estaba incluida en la publicación; (T1), 
incluida en la Tabla 1, que recoge los marcadores de inflamación y/o Enfermedad Cardiovascular 
identificados en plasma; (T2), incluida en la Tabla 2, que recoge las proteínas vasculares y de coagulación 
identificadas en el plasma; (T3), incluida en la Tabla 3, que recoge las proteínas de señalización 
identificadas en plasma; (T4), incluida en la Tabla 4, que recoge las proteínas asociadas a crecimiento y 
diferenciación identificadas en plasma; (T5), incluida en la Tabla 5, que recoge las proteínas del 
citoesqueleto identificadas en plasma; (T6), incluida en la Tabla 6, que recoge los factores de 
transcripción identificados en plasma; (T7), incluida en la Tabla 7, que recoge canales y receptores 
identificados en plasma; (T8), incluida en la Tabla 8, que recoge proteínas de fallo cardiaco y asociadas a 




En esta misma tabla se detalla también si estas proteínas habían sido recogidas 
como potenciales biomarcadores de enfermedad cardiovascular en la revisión publicada 
por Leigh Anderson en 2005 [279], o como proteínas relacionadas con el sistema 
cardiovascular identificadas en la fase piloto Proyecto Proteoma del Plasma de la 
Organización del Proteoma Humano (“Human Proteome Organisation”, HUPO) [278]. 
Se definieron seis categorías funcionales diferentes para agrupar las 39 proteínas 
identificadas, de las cuales comentaremos a continuación las que resultaron ser más 
interesantes. 
Proteínas de la coagulación 
El fibrinógeno es una proteína directamente implicada en la cascada de la 
coagulación, fundamental en la formación de la fibrina [280], molécula que participa 
directamente en la formación del trombo y que condiciona la viscosidad plasmática, 
relacionada con una mayor probabilidad de eventos isquémicos en pacientes con SCA 
[281]. La fibrina se deposita formando una red que constituye la región roja del trombo 
y también interviene en los mecanismos que provocan agregación plaquetaria [282]. 
Varios estudios epidemiológicos [283-287] han demostrado que el fibrinógeno es un 
factor de riesgo cardiovascular. De hecho, se ha comprobado que los niveles de 
fibrinógeno están elevados en el plasma de pacientes con cardiopatía isquémica respecto 
a controles sanos [288-290], llegando a relacionar los niveles elevados de fibrinógeno 
con una mayor tasa de isquemia recurrente [291]. En nuestros pacientes hemos 
encontrado alteraciones en los niveles de expresión de múltiples isoformas, tanto de 
Fibrinógeno Gamma como de Fibrinógeno Beta. Algunas de ellas se ven disminuidas 
pero la mayoría están elevadas respecto a los controles sanos. Por ello, resulta 
complicado interpretar estos datos y será necesario realizar nuevos estudios para tratar 
de esclarecerlos. 
La β-2-Glicoproteína (también conocida como Apolipoproteína H) es una proteína 
abundante del plasma de 50 kDa capaz de asociarse elementos aniónicos [292], 
considerada como proteína de unión a fosfolípidos. Por el momento, su papel 
fisiológico aún no está claro, aunque se le han atribuido propiedades anticoagulantes 
[293-295]. De hecho, se sabe que puede intervenir en diversos puntos de la cascada de 
coagulación [296] y recientemente ha sido propuesto como marcador de infarto cerebral 
[297]. Además se le han atribuido otras propiedades, como la capacidad de unirse a 
oxLDL, por lo que podría tratarse de una proteína antiaterogénica [298]. El aumento de 
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los niveles de expresión de esta proteína en el plasma de los pacientes estables respecto 
a los controles sanos podría tener por tanto una acción dual, favoreciendo la inhibición 
de la coagulación y evitando a la vez la progresión de la aterosclerosis. 
El Kininógeno es una proteína multifuncional cuya participación en la vía 
intrínseca de la coagulación está bien establecida, formando parte del sistema 
Kalikreína-Kininas [299, 300]. El procesamiento proteolítico del Kininógeno implica la 
liberación del nonapéptido denominado Bradikinina, un mediador vasoactivo y 
proinflamatorio, mientras que el resto de la molécula posee propiedades antiadhesivas 
[301] y de inhibición de la agregación plaquetaria [302]. Como en el caso anterior, los 
pacientes estables muestran una elevación de los niveles de Kininógeno respecto a los 
sanos, lo que de nuevo contribuiría a un estado anticoagulante en estos pacientes. 
Además, hemos observado que los niveles de expresión de Kininógeno, que mostraban 
un descenso en los pacientes T=2m, eran normalizados por la terapia con Atorvastatina.  
Proteínas del metabolismo y/o transporte de lípidos 
La Apolipoproteína A-I (ApoA-I) es la apolipoproteína principal en las partículas 
HDL, estando fuertemente asociados sus niveles plasmáticos a los de estos complejos 
anti-aterogénicos, que son los principales mediadores del transporte reverso del 
colesterol desde el vaso sanguíneo hacia el hígado [303]. Se ha sugerido la existencia de 
una relación inversa entre los niveles plasmáticos de ApoA-I y la enfermedad coronaria 
[304, 305]. De hecho, se le han atribuido algunos efectos protectores [306] e incluso se 
ha descrito una variante de esta proteína que parece ser capaz de producir la regresión 
de la placa de ateroma en un modelo animal [307]. En nuestro estudio encontramos 
algunas alteraciones leves en los niveles de expresión de varias isoformas en los 
pacientes con SCA respecto a los controles sanos, aunque observamos elevaciones en 
unos casos y disminuciones en otros. Esto nos hace pensar que podría tratarse de una 
transformación de unas isoformas en otras más que de un cambio en los niveles de 
expresión globales, aunque será necesario realizar estudios complementarios para 
comprobarlo. En cambio, los pacientes estables también presentan alteraciones en varias 
isoformas de ApoA-I, pero todas ellas están aumentadas y en algunos casos las 
elevaciones son considerables. Sin embargo, el tratamiento con Atorvastatina parece 
tender a reducir la presencia de ApoA-I en el plasma de los pacientes que recibieron 
este tratamiento frente a los que fueron tratados con la terapia convencional. En este 




negativo [309] de la Atorvastatina sobre la concentración de ApoA-I. Sin embargo, 
parece ser la reducción de los niveles de colesterol plasmático que ejerce este 
tratamiento no está mediada por cambios en los niveles de expresión de ApoA-I, sino 
por el aumento de las partículas grandes de colesterol HDL, responsables del transporte 
reverso del colesterol al hígado [310]. Por ello, nuestro estudio necesitaría ser 
complementado con otras técnicas para comprobar si el efecto del tratamiento con 
Atorvastatina sobre la ApoA-I no afecta a las partículas HDL. 
La Apolipoproteína E (ApoE) es una proteína polimórfica y multifuncional [311] 
que desempeña un papel clave en el metabolismo del colesterol y los triglicéridos, 
interviniendo en el catabolismo de los quilomicrones y de las partículas VLDL [312]. El 
modelo de ratón ha resultado ser muy útil para investigar los mecanismos de la 
aterogénesis y su modulación por ApoE [313], ya que los ratones deficientes en ApoE 
tienen los niveles plasmáticos de colesterol elevados, como consecuencia de un 
catabolismo incorrecto de las lipoproteínas ricas en colesterol [314]. Estos ratones 
desarrollan lesiones ateroscleróticas complejas y se ha comprobado cuando se les aporta 
ApoE [315-317] se reducen sus niveles de colesterol en plasma, proporcionándoles 
además protección contra la progresión de la aterosclerosis. Esto indica que ApoE es 
fundamental en el mantenimiento de los niveles de colesterol en el plasma [318], 
aunque también se sabe que la regresión del proceso aterosclerótico que es capaz de 
producir es independiente de la regulación de los niveles de colesterol [319]. No 
obstante, hemos observado que los niveles de ApoE están disminuidos en los pacientes 
estables respecto a los sanos. Se trata de un resultado inesperado que merece ser objeto 
de un estudio complementario. 
La Apolipoproteína A-IV (ApoA-IV) es una glicoproteína de 46 kDa que viaja en 
el plasma formando parte de los quilomicrones, VLDL, HDL, o bien sin asociarse a 
lipoproteínas [320-322]. La ApoA-IV juega un importante papel en el transporte reverso 
del colesterol y promueve la formación de partículas HDL [323, 324], mediante la 
activación de la enzima Lecitín Acil Colesterol Transferasa (LCAT) [325]. Utilizando 
modelos de ratón susceptibles a desarrollar aterosclerosis (ratones alimentados con una 
dieta rica en grasas, o ratones deficientes en ApoE) se ha demostrado que la 
sobreexpresión de ApoA-IV desempeña un papel protector, reduciendo las lesiones 
ateroscleróticas en los ratones [326-328]. Esta protección podría tener relación con la 
capacidad de esta proteína, para inhibir la oxidación de las lipoproteínas [329]. Se ha 
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descrito una asociación inversa entre los niveles plasmáticos de ApoA-IV y la 
enfermedad coronaria [330]. Cuatro días después del episodio agudo detectamos una 
disminución puntual en dos de las isoformas plasmáticas de ApoA-IV cuyos niveles se 
recuperan posteriormente. Los pacientes estables muestran una isoforma (la más ácida y 
minoritaria) disminuida, pero en cambio otras dos isoformas (las más básicas y 
mayoritarias) están aumentadas. Estos datos sugieren de nuevo que en los pacientes 
estables tiene lugar un procesamiento de las isoformas diferente al de los individuos 
sanos, aumentando la concentración de unas respecto a otras pero sin alterar los niveles 
globales de expresión.  
La Apolipoproteína J, también conocida como Clusterina, es una glicoproteína 
presente en una subpoblación de las partículas HDL junto con la Paraoxonasa y la 
Apolipoproteína AI [331, 332]. Aunque su función no está clara todavía, se le ha 
relacionado con la regulación del complemento [333], respuesta de fase aguda [334], 
transporte de lípidos [335], apoptosis [336-339] y protección de membranas en las 
interfases tejido-fluido donde se expresa [340]. Estas propiedades sugieren que la 
Apolipoproteína J podría proteger el endotelio vascular contra factores como los 
componentes finales de la cascada del complemento [341]. La ApoJ también se ha 
detectado en las lesiones ateroscleróticas y su expresión aumenta con la progresión de la 
aterosclerosis [342]. Además, se ha comprobado que la expresión de Apo J se induce en 
las células del músculo liso vascular tras el daño vascular y que dicha expresión 
estimula la proliferación y la migración de las mismas [343, 344]. Una isoforma de esta 
proteína está disminuida en el plasma de todos los pacientes con SCA respecto a los 
controles sanos. Una segunda isoforma aparece disminuida a partir del cuarto día y ya 
no se recupera, estando disminuida incluso en los pacientes estables, en los que la 
primera isoforma presenta niveles normales. Por último, el tratamiento con 
Atorvastatina normaliza las isoformas, parcialmente una y por completo la otra. Todos 
estos datos nos hacen pensar que en los pacientes estables podría tener lugar un reajuste 
del metabolismo lipídico, lo que debe ser objeto de futuras investigaciones. 
Proteínas de inflamación y respuesta inmune 
La Proteína Amiloide A del Suero (SAA) es una proteína de fase aguda que en los 
últimos años ha sido identificada como un biomarcador potencial de varias patologías, 
incluyendo el infarto de miocardio, enfermedad inflamatoria y amiloidosis [345]. Se 




especies, incluida la humana [346]. Tres de estos genes se expresan comúnmente en 
humanos (SAA1, SAA2 y SAA4), dando lugar a proteínas que actúan como 
apolipoproteínas, ya que participan en el transporte de las partículas HDL [347]. 
Durante una respuesta de fase aguda (la reacción del cuerpo al inicio inmediato de los 
estímulos inflamatorios con el fin de contrarrestar el daño tisular, la infección y/o los 
traumatismos [348, 349]) los niveles de SAA1 y SAA2 en plasma han mostrado grandes 
incrementos de la concentración basal [350]. Por ello, SAA1 y SAA2 (llamados 
conjuntamente SAA o A-SAA [315]) han sido identificados como biomarcadores 
particularmente útiles en la evaluación de diversos procesos inflamatorios [350, 351]. 
Así ocurre en nuestros pacientes, donde los niveles de expresión de SAA están elevados 
en el momento del ingreso y cuatro días después del episodio agudo, mientras que 
posteriormente se normalizan.  
El Componente P Amiloide del Suero (SAP) es una glicoproteína plasmática 
sintetizada en el hígado, que pertenece a la misma familia que la Proteína C-Reactiva 
(Pentraxinas) y está implicada en la respuesta de fase aguda [352]. La SAP aparece 
siempre en los depósitos amiloides [353], y se ha demostrado que es capaz de unirse a 
múltiples ligandos como la fibronectina [354], la proteína C-Reactiva [355] y algunos 
componentes de la cascada del complemento [354, 356, 357]. Además, cuando la SAP 
se une a células en apoptosis, provoca que los macrófagos derivados de monocitos las 
fagociten [358]. También se ha comprobado su presencia en las lesiones ateroscleróticas 
[359] y el estudio de su papel potencial junto con el de otros elementos de la respuesta 
inmune innata representa un campo emergente en la investigación del proceso 
aterogénico [360]. Los niveles de una isoforma de SAP están elevados en el plasma de 
los pacientes T=4d, pero posteriormente regresan a sus niveles normales, por lo que la 
elevación podría atribuirse a la respuesta de fase aguda. No obstante, el tratamiento con 
Atorvastatina eleva los niveles de una isoforma diferente que en ningún otro grupo 
aparece alterada. Puesto que por el momento no hay datos sobre los efectos de este 
fármaco sobre la expresión de esta proteína, este resultado merece ser considerado para 
futuras investigaciones. 
El Antígeno similar a CD5 se conoce también como Proteína Spα. Se trata de una 
glicoproteína soluble de 38 kDa expresada por macrófagos en tejidos [361], que 
favorece la supervivencia de los mismos frente a diferentes estímulos inductores de 
apoptosis [361, 362]. Recientemente se ha demostrado que la presencia del Antígeno 
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similar a CD5 aumenta la supervivencia de los macrófagos también en las lesiones 
ateroscleróticas y que su ausencia atenúa el desarrollo de las lesiones tempranas al 
intensificar la apoptosis de estas células [363]. En este estudio, hemos detectado una 
disminución de los niveles de expresión de esta proteína seis meses después del 
episodio agudo que se acentúa en los pacientes estables, lo que sugiere que esta proteína 
podría tener un papel en la estabilización de la lesión tras el SCA. 
La α-2-HS-Glicoproteína (Glicoproteína-2-Heremans Schmid), también conocida 
como Fetuina-A, es una glicoproteína de 59 kDa sintetizada en el hígado que está 
regulada como proteína negativa de la fase aguda, disminuyendo su concentración 
plasmática durante la respuesta inflamatoria aguda [364]. Se sabe que participa en la 
actividad de los macrófagos, estimulando su función fagocítica [365] y opsonizando 
moléculas capaces de desactivarlos [366]. Además, ha sido identificada como un 
potente inhibidor del proceso de calcificación [367] y existe una relación inversa entre 
la α-2-HS-Glicoproteína y la Proteína C-Reactiva [368]. Estudios más recientes la han 
implicado en el desarrollo de placas de ateroma calcificadas en pacientes diabéticos 
[369]. Incluso se ha relacionado la disminución de sus niveles plasmáticos con la 
calcificación vascular, la aterosclerosis y la mortalidad por eventos cardiovasculares en 
pacientes en diálisis peritoneal continua [370]. Los pacientes con SCA muestran una 
elevación de los niveles plasmáticos de α-2-HS-Glicoproteína seis meses después del 
episodio agudo, lo que podría tener relación con esta posible función protectora. 
Asimismo, el tratamiento con Atorvastatina provoca una elevación similar a los dos 
meses del inicio del tratamiento, lo que podría suponer un nuevo efecto beneficioso de 
esta terapia. Sin embargo, el hecho de que esta elevación no esté presente en los 
pacientes estables, es una cuestión que deberá ser investigada. 
El sistema del complemento se compone de más de 30 proteínas plasmáticas que 
actúan conjuntamene para generar productos con propiedades inmunoprotectoras y 
proinflamatorias [371]. Se trata de un sistema de defensa citotóxico e innato que 
normalmente funciona para eliminar agentes extraños y patógenos. Sin embargo, existen 
evidencias que sugieren que el complemento juega un papel clave en la fisiopatología 
de los SCA [372]. El sistema del complemento puede ser activado por la ruta clásica, la 
ruta alternativa o la ruta de las lectinas [373]. La Proteína C-Reactiva se co-localiza con 
el complemento en las lesiones ateroscleróticas de las arterias coronarias [374] y 




Reactiva y la activación del complemento son respuestas de fase aguda al daño 
miocárdico isquémico [376]. Es más, la Proteína C-Reactiva podría actuar como 
mediador proinflamatorio activando el complemento durante el AMI [377]. Sin 
embargo, en este estudio no hemos encontrado ningún componente del complemento 
alterado en el momento del ingreso. Los factores B y H, ambos implicados en la ruta 
alternativa del complemento, presentaban alteraciones en sus niveles plasmáticos cuatro 
días después del episodio agudo. El primero estaba elevado y el segundo mostraba una 
isoforma elevada y otra disminuida, que también lo estaba a los seis meses. En cambio, 
el componente C3 de la ruta clásica estaba ligeramente elevado en los pacientes 
estables. Por último, el componente C1r presentaba una isoforma disminuida dos meses 
después del episodio agudo, cuyos niveles de expresión eran normalizados por el 
tratamiento con Atorvastatina que, en cambio, disminuía otra isoforma que no 
presentaba alteraciones en la terapia convencional. Estos datos muestran que el SCA 
modifica el sistema del complemento, pero no aclaran las consecuencias de esta 
modificación, que requerirán de futuras investigaciones. 
La Proteína precursora de la α1-Microglobulina y Bikunina (AMBP) es una 
proteína sintetizada en el hígado que es procesada para dar lugar a dos proteínas 
diferentes, sin relación estructural o funcional entre sí: el Complejo Glicoproteína-HC 
(o α1-Microglobulina) y el Inhibidor de Inter-α-Tripsina (o Bikunina) [378, 379]. La 
AMBP puede dimerizar y su procesamiento postraduccional tiene lugar en el 
compartimento trans-Golgi, dando lugar a las dos proteínas maduras independientes que 
son liberadas al torrente sanguíneo [380]. La α1-Microglobulina pertenece a 
superfamilia de las lipocalinas [381] y parece funcionar como transportador de 
pequeñas moléculas hidrofóbicas, aunque también podría tener un papel importante en 
la regulación negativa del sistema inmune [379]. Sus niveles plasmáticos estaban 
elevados respecto a los controles sanos en los pacientes T=0 y también en los pacientes 
estables. Por su parte, el Inhibidor de Inter-α-Tripsina o Bikunina es un inhibidor de 
serín-proteasas de la superfamilia Kunitz y se cree que, además de participar en 
procesos como el crecimiento de las células endoteliales [382] o la estabilización de la 
matriz celular [383]. Sin embargo también parece que puede funcionar como agente 
anti-inflamatorio [384-386]. A diferencia de la α1-Microglobulina, los niveles de 
expresión de esta proteína en el plasma estaban disminuidos en los pacientes T=4d y 
T=2m respecto a los controles sanos, lo cual se podría interpretar como una 
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consecuencia del estado proinflamatorio que aún puede tener lugar en estos pacientes. 
Sin embargo, a partir de los seis meses sus niveles vuelven a la normalidad, 
manteniéndose sin cambios en los pacientes estables. El tratamiento con Atorvastatina 
es capaz de normalizar sus niveles en sólo dos meses, aunque también eleva los niveles 
plasmáticos de AMBP, lo que podría indicar que este fármaco actúa inhibiendo el 
procesamiento de esta proteína precursora.  
Proteínas implicadas en el transporte de metabolitos 
La Hemopexina es una proteína de 60 kDa con la mayor afinidad por el grupo 
Hemo que se conoce [387]. La unión extracelular de los grupos Hemo a la Hemopexina 
evita los las propiedades fuertemente oxidativas y los efectos proinflamatorios del grupo 
Hemo libre, que es capaz de intercalarse en membranas celulares y otras estructuras 
lipofílicas como, por ejemplo, las partículas de colesterol LDL [388, 389]. Se ha 
sugerido que el estrés oxidativo mediado por el grupo Hemo podría influir en varios 
procesos inflamatorios patológicos, incluyendo enfermedades neurodegenerativas, el 
Síndrome de Distrés Respiratorio en Adultos (ARDS), la necrosis tubular aguda y la 
aterosclerosis [390, 391]. En nuestro estudio aparecieron varias isoformas de 
Hemopexina diferencialmente expresadas en el plasma de los pacientes con SCA, la 
mayoría de ellas elevadas respecto a los controles sanos, lo que podría suponer un 
mecanismo de protección contra el daño oxidativo en estos pacientes, puesto que el 
estrés oxidativo puede tener relación con la severidad de los SCA [392]. Sin embargo, 
el tratamiento con Atorvastatina normaliza los niveles de muchas de ellas y, puesto que 
no existen datos sobre el efecto de este fármaco en la expresión de esta proteína, esta 
normalización de los niveles plasmáticos de Hemopexina podría deberse a la acción 
antioxidante de las estatinas [393]. 
La Transtiretina, un biomarcador tradicional del estado nutricional e inflamatorio, 
tiene varias variantes moleculares cuya importancia aún se desconoce. La Transtiretina, 
conocida formalmente como Prealbúmina [394], pertenece a un grupo de proteínas que 
incluye la albúmina y se une y transporta hormonas tiroideas en la sangre [395]. Es una 
cadena polipeptídica de 127 aminoácidos (14 kDa) y está presente en el plasma como un 
tetrámero de monómeros unidos de modo no covalente. La Transtiretina también está 
implicada en el metabolismo de la vitamina A, ya que el tetrámero se une a la HRBP, el 
transportador específico para retinol en plasma [396]. La Transtiretina es sintetizada en 




ser usados como un parámetro bioquímico sensible a malnutrición subclínica [397, 
398]. En cualquier caso, los niveles de Transtiretina en plasma también se ven afectados 
por enfermedades agudas y crónicas asociadas a la respuesta de fase aguda. En dichas 
condiciones, la actividad del hígado se centra en la síntesis de las proteínas de fase 
aguda, lo que repercute en una disminución de las proteínas sintetizadas circunstancias 
normales aunque exista un aporte nutricional adecuado [399].Se han asociado 
alteraciones en los niveles plasmáticos de Transtiretina a diversos tipos de cáncer [400-
402] y recientemente se ha propuesto un posible papel de esta proteína en el desarrollo 
de la aterosclerosis [403]. En el momento del ingreso detectamos un descenso en los 
niveles plasmáticos de una isoforma de esta proteína y un aumento casi equivalente en 
otra. Sin embargo, a los cuatro días estas isoformas presentaban niveles normales, 
mientras que otras dos isoformas diferentes estaban disminuidas. Este descenso inicial 
podría reflejar el estado de fase aguda del organismo, en el cual el hígado produciría 
menos cantidad de las proteínas que sintetiza habitualmente, como la Transtiretina 
[399]. En cambio, a partir de los dos meses todas las isoformas anteriores se normalizan 
y una isoforma nueva se eleva y permanece así incluso en los pacientes estables. Esta 
misma isoforma muestra unos niveles de expresión mayores en los pacientes tratados 
con Atorvastatina. En cambio otra isoforma diferente a todas las anteriores disminuye a 
los seis meses y en los pacientes estables. Se trata de nuevo de una compleja relación de 
isoformas que necesitará de estudios complementarios que aclaren su implicación en la 
evolución del SCA. 
El retinol es el principal retinoide (vitamina A y sus análogos) presente en la 
sangre y es necesario para el desarrollo normal de diversos procesos biológicos, como el 
crecimiento, la respuesta inmune, la visión, etc [404]. El retinol es transportado en el 
plasma por una proteína transportadora específica de 21 kDa, conocida como Proteína 
de unión a Retinol [405]. La Proteína de unión a Retinol Humana (HRBP) se sintetiza 
principalemente en el hígado, aunque también se expresa en otros órganos y tejidos, 
incluyendo el riñón, el epitelio pigmentario de la retina y el tejido adiposo [405]. El 
complejo retinol-HRBP viaja en el torrente circulatorio unido a la Transtiretina, 
evitando la filtración glomerular del retinol-HRBP en el riñón [396, 406]. Se ha 
comprobado que los niveles de HRBP están elevados en estados de resistencia a 
insulina [407]. La asociación entre los niveles elevados de HRBP y el síndrome 
metabólico, en relación a estados de resistencia a insulina sugiere un papel de la HRBP 
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en la resistencia a insulina y la diabetes de tipo 2 [408], que son factores de riesgo para 
el desarrollo de la aterosclerosis. En nuestro estudio, los niveles plasmáticos de HRBP 
descienden cuatro días después del episodio agudo respecto a los controles sanos y 
continúan siendo bajos tras los dos primeros meses. A los seis meses la expresión de la 
HRBP parece volver a la normalidad, pero finalmente vuelve a estar disminuida en los 
pacientes estables. Además, los niveles de expresión de esta proteína el plasma de los 
pacientes tratados con Atorvastatina muestran un mayor descenso que los pacientes 
tratados con la terapia convencional. 
La Tetranectina es una lectina de tipo C homotrimérica de 67 kDa que fue 
identificada inicialmente debido a su afinidad específica por el plasminógeno [409, 
410], aunque hoy se sabe que puede unirse a otros sustratos [411-413]. A pesar de que 
su función biológica aún no ha sido precisada, se sabe que la Tetranectina aumenta la 
activación del Plasminógeno [409]. Esta capacidad sugiere una implicación de la 
Tetranectina en los procesos proteolíticos y en la remodelación de tejidos en que 
participa la Plasmina [414]. Es más, puesto que la Plasmina juega un papel principal en 
la prevención de la oclusión vascular, induciendo la ruptura del coágulo [253], la 
Tetranectina podría tener un papel en la regulación de la fibrinolisis. Los niveles 
plasmáticos de una isoforma de esta proteína estaban disminuidos en nuestros pacientes 
cuatro días después del episodio agudo, lo que se relaciona con observaciones previas 
según las cuales los niveles de Tetranectina en pacientes con AMI estaban disminuidos 
respecto a sujetos sanos [415]. Sus niveles vuelven después a la normalidad, excepto en 
los pacientes estables donde se observa un nuevo descenso en la expresión de esta 
isoforma. Además, el tratamiento con Atorvastatina disminuye drásticamente la 
expresión de otra isoforma de esta proteína, lo que sugiere que la Tetranectina podría 
ser un mediador de los efectos fibrinolíticos de este fármaco [416]. Sin embargo, puesto 
que no existen datos sobre la influencia de las estatinas en la expresión de esta proteína, 
serán necesarios estudios complementarios para precisar esta observación. 
La Proteína de unión a Vitamina D (VDBP), también conocida como Gc-
globulina, es una glicoproteína multifuncional presente en plasma y otros fluidos 
corporales [417]. Una de sus funciones mejor conocida es el transporte de vitamina D y 
de sus metabolitos plasmáticos, pero sin embargo sólo una pequeña parte de la VDBP 
total en plasma está unida a vitamina D [417]. Además, la VBDP puede unirse a ácidos 




última unión produce una potenciación de la actividad quimiotáctica dependiente de 
C5a en varios tipos celulares (monocitos y neutrófilos, fundamentalmente) [419]. Pero 
esta no es la única función de la VDBP en relación al sistema inmune, ya que los 
linfocitos T y B producen unas glicosidasas que producen la deglicosilación selectiva de 
esta proteína, transformándola en un factor activador de macrófagos (VDBP-MAF) 
[420, 421]. Por último, la capacidad de la VBDP para unirse a monómeros de Actina le 
permite actuar como molécula “secuestradora”, favoreciendo la eliminación y evitando 
la polimerización de la Actina en el plasma [422]. En nuestro estudio, los niveles 
plasmáticos de una isoforma de esta proteína se encuentran disminuidos en todos los 
pacientes con SCA respecto a los controles sanos. Sin embargo, en los pacientes 
estables esta isoforma presenta niveles de expresión normales, mientras que aumentan 
los de otras dos isoformas diferentes. Además, el tratamiento con Atorvastatina 
normaliza los niveles de la isoforma que estaba disminuida en los pacientes tratados con 
la terapia convencional, aunque también disminuye la expresión de otra isoforma.  
Proteínas del citoesqueleto 
La β-Actina es una de las seis isoformas diferentes de Actina identificadas hasta el 
momento [423, 424]. Las Actinas son proteínas altamente conservadas que están 
implicadas en varios tipos de motilidad celular y son expresadas de un modo ubicuo en 
todas las células eucariotas [425]. Se sabe que la Actina circula en concentraciones 
micromolares en el plasma de individuos sanos, así como en la sangre de pacientes que 
han sufrido algún tipo de daño tisular [426, 427]. Los filamentos largos de Actina 
pueden aumentar la viscosidad del plasma y también pueden disparar la coagulación 
intravascular diseminada [428]. El plasma contiene dos proteínas de gran afinidad por la 
Actina (VBDP y Gelsolina) que constituyen un sistema “secuestrador” de Actina y 
desempeñan un papel protector, bien retirando la Actina de la circulación [429-431], 
bien neutralizando sus efectos angiopáticos en la microvasculatura [432]. La VDBP se 
une a los monómeros de Actina [422] que son liberados de los filamentos por la 
Gelsolina, capaz de interaccionar con ellos y acortarlos [433, 434]. Ambas proteínas, 
cuando están unidas a Actina, son retiradas de la circulación por el sistema 
reticuloendotelial mucho más rápidamente que cuando circulan libres en el plasma, lo 
cual produce una rápida disminución en su concentración plasmática [435]. La VDBP 
parece ser más eficaz en la retirada de la Actina de la circulación que la Gelsolina [429], 
mientras que la concentración de esta última parece ser un factor limitante en el sistema 
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[436]. En el momento del ingreso nuestros pacientes presentaron niveles plasmáticos de 
Actina elevados respecto a los controles sanos y también a los pacientes estables. Este 
aumento podría estar relacionado con la necrosis del miocardio, ya que a los 4 días los 
niveles vuelven a la normalidad. Es interesante destacar que una de las dos isoformas de 
Actina alteradas corresponde al valor extremo o atípico detectado en el ACP y que 
ambas isoformas se encuentran dentro del grupo de manchas proteicas que el análisis 
multivariante nos planteaba como potencial marcador. 
La Gelsolina es un regulador de la polimerización de Actina dependiente de 
calcio, que se asocia a los filamentos de Actina y los acorta [433, 434, 437]. La 
Gelsolina se puede unir también a la Actina en forma monomérica y los complejos 
Actina-Gelsolina actúan como un núcleo para la polimerización de Actina y también 
puede actuar como proteína “tapón” [434, 438-441]. Como ya se ha comentado, la 
Gelsolina forma parte del sistema “secuestrador”, que se encarga de retirar la Actina 
libre en el plasma, amortiguando el efecto potencialmente dañino de esta molécula 
[442]. Los niveles plasmáticos bajos de Gelsolina se han asociado en humanos a varias 
condiciones, como trauma severo, sepsis, mionecrosis, IAM, ARDS y necrosis hepática 
[435, 443-447]. En nuestro estudio los niveles plasmáicos de Gelsolina descienden 4 
días después del episodio agudo, lo que podría deberse a una retirada acelerada de esta 
proteína causada por la elevación de la Actina. Puesto que la VDBP es más eficaz que la 
Gelsolina en la retirada de la Actina de la circulación, sería la primera molécula del 
sistema “secuestrador” implicada en la retirada de la Actina liberada desde el miocardio 
necrótico, lo que encaja con sus niveles reducidos desde el mismo momento del ingreso. 
Sin embargo, la mera acción de la VDBP no sería suficiente para retirar toda la Actina 
de la circulación, lo que produciría una disminución secundaria de los niveles 
plasmáticos de ambas proteínas (que detectamos cuatro días después del evento 
coronario agudo). Sin embargo, los niveles plasmáticos de Gelsolina vuelven a estar 
disminuidos dos meses después del evento coronario y también en los pacientes 
estables. Además, el tratamiento con Atorvastatina no normaliza estos niveles, sino que 
también están disminuidos en estos pacientes. Esto hace pensar que tanto la Gelsolina 
como la VDBP podrían tener algún otro papel independiente del sistema “secuestrador” 
de Actina. 
Las Tropomiosinas son una familia de proteínas estrechamente relacionadas 




selectivamente con formas monoméricas ó multiméricas de Actina. La Tropomiosina 4 
se une a filamentos de Actina y juega un papel central, en asociación con los complejos 
de Troponinas, en la regulación de la contracción del músculo estriado [449]. La 
contracción del músculo liso, por su parte, es regulada mediante la interacción con 
Caldesmona [450, 451]. En células no musculares, la Tropomiosina está implicada en la 
estabilización de los filamentos de Actina del citoesqueleto [452]. Las células del 
músculo liso de la pared vascular proliferan y migran a la íntima durante el proceso de 
aterogénesis, lo que conlleva importantes cambios morfológicos y en la expresión 
proteica [12, 453, 454]. Se ha visto que en esta transición entre el fenotipo contráctil y 
el fenotipo sintético se produce un aumento en la expresión de la TPM4 [455]. Los 
niveles plasmáticos de esta proteína se encontraban elevados respecto a los individuos 
sanos en los pacientes con SCA y también, aunque de un modo mucho más leve, en los 
pacientes estables. El aumento de la concentración plasmática de la TPM4 en el 
momento del ingreso y cuatro días después podría tener relación nuevamente con la 
liberación de esta proteína por parte del tejido miocárdico necrótico. Sin embargo, 
parece poco probable que este sea el motivo por el cual también continúa elevada en los 
meses posteriores. Quizás en este caso la elevación tenga relación con el proceso de 
estabilización de la placa, especialmente si tenemos en cuenta que la Atorvastatina es 
capaz de normalizar los niveles plasmáticos de esta proteína después de dos meses de 
tratamiento. Sin embargo se trata sólo de una hipótesis que deberá ser contrastada con 
nuevos estudios.  
Otras funciones 
La Angiotensina juega un papel principal en el control de la presión sanguínea y 
en la regulación del balance hidroelectrolítico. El precursor de la Angiotensina es el 
Angiotensinógeno, una glicoproteína de 53-65 kDa sintetizada fundamentalmente en el 
hígado [456]. La Renina procesa el Angiotensinógeno para dar lugar a la Angiotensina I 
que, por la acción de la enzima convertidora de Angiotensina, se transforma en la 
molécula efectora del sistema: la Angiotensina II [457]. El sistema Renina-Angiotensina 
funciona a nivel endocrino (sistémico o circulante) y también a nivel 
paracrino/autocrino (tisular o local) [458]. El primero parece ser responsable de los 
efectos agudos, mientras que el segundo podría participar en procesos más crónicos, 
contribuyendo a la patogénesis de la hipertensión y también de otras enfermedades 
cardiovasculares, como la aterosclerosis y la enfermedad coronaria [459]. Además, se 
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ha sugerido que la región C-terminal que queda libre tras la liberación de la 
Angiotensina I podría tener un papel en la inhibición de la angiogénesis [460]. La 
disminución de los niveles plasmáticos de varias isoformas de Angiotensinógeno 
detectada dos meses después del episodio agudo en los pacientes que recibieron el 
tratamiento convencional se veía normalizada en los pacientes que fueron tratados con 
Atorvastatina. Este hecho podría tener relación con un posible efecto de esta medicación 
sobre la presión sanguínea [461, 462]. Sin embargo, serían necesarios estudios 
complementarios para investigar si este efecto podría deberse a un cambio en el 
procesamiento del Angiotensinógeno. 
El Antígeno Hakata, también conocido como H-Ficolina, es una glicoproteína de 
35 kDa que se encuentra en el plasma en forma multimérica [463]. Su estructura 
primaria conserva las características de la familia de las Ficolinas [464], con un dominio 
similar al Fibrinógeno y otro similar al Colágeno y se ha comprobado que también 
mantiene la actividad lectina, por lo que es capaz de provocar la activación del 
complemento [465]. Además, se ha comprobado que esta proteína interviene en la 
eliminación de las células en estado apoptótico avanzado [466]. La disminución de la 
expresión de esta proteína en el plasma de los pacientes estables podría tener relación 
con un control del estado inflamatorio mediante una regulación negativa del sistema del 
complemento. Sin embargo, como en el caso de la Ficolina diferencialmente expresada 
en los monocitos circulantes, al no existir datos sobre el efecto de las estatinas en la 
regulación de la expresión de las proteínas de esta familia en el SCA, estos resultados 
requieren nuevos estudios que ayuden a esclarecer este posible efecto. 
La Triosafosfato Isomerasa es una enzima homodimérica formada por dos 
subunidades de 27 kDa [467] que es esencial para la producción eficaz de energía. Esta 
enzima juega un papel importante en varias rutas metabólicas y sólo es activa en su 
forma dimérica. Cataliza la interconversión entre D-gliceraldehido-3-fosfato y 
dihidroxiacetonafosfato y una reducción de su actividad se ha relacionado con la 
aparición de diversas enfermedades [468, 469]. Como se había comentado previamente, 
en un modelo animal con monos se vio que la expresión de la Triosafosfato isomerasa 
está disminuida en el ventrículo izquierdo de los machos viejos, lo que podría estar 
relacionado con el aumento en la incidencia de eventos cardiovasculares en los monos 
de mayor edad [231]. Al contrario de lo que ocurría en los monocitos circulantes, los 




(excepto cuatro días después del ingreso), aunque no en los pacientes estables. En 
cambio, al igual que ocurría en el caso de los monocitos, el tratamiento con 
Atorvastatina normaliza los niveles de esta proteína en el plasma. Esto sugiere la que los 
monocitos podrían liberar de algún modo esta enzima en el plasma de los pacientes con 
SCA. Sin embargo, serán necesarios nuevos estudios para poder confirmar esta 
posibilidad. 
 
En general, el análisis proteómico mediante electroforesis bidimensional de 
monocitos circulantes y plasma de pacientes con SCA nos ha permitido encontrar varias 
proteínas diferencialmente expresadas en relación a esta patología. En el caso de los 
monocitos circulantes hemos comprobado que, tomando como referencia el proteoma 
de los individuos sanos, el perfil proteico con mayor número de alteraciones se asocia al 
inicio del evento coronario agudo. Dicho perfil, en el transcurso de la evolución de los 
pacientes, tiende a parecerse de nuevo al de los individuos sanos, aunque nunca llega a 
ser idéntico, siendo el perfil de los pacientes después de seis meses el mismo que el de 
los pacientes estables. Sin embargo, este patrón de evolución no se repite en el caso del 
proteoma plasmático, cuyo perfil de expresión en el momento del ingreso se parece más 
al de los individuos sanos que al de los pacientes estables. Este hecho se debe 
probablemente a la diferente naturaleza de ambas muestras, ya que los monocitos son un 
tipo celular relativamente homogéneo que regula la expresión de sus propias proteínas y 
responde ante los estímulos que recibe de un modo uniforme. En cambio, el plasma no 
es un tipo celular, ni un tejido capaz de controlar la expresión de sus proteínas, sino que 
se trata de un fluido que recoge lo que diferentes células, tejidos y órganos liberan en él. 
En un individuo que está siendo medicado, el plasma no sólo va a recibir proteínas 
procedentes de los tejidos y órganos diana del tratamiento, sino también del resto de 
órganos y tejidos en los que el fármaco puede ejercer otros efectos. Además, muchas de 
las proteínas “típicas” del plasma, que son sintetizadas en el hígado, funcionan como 
transportadores de metabolitos en la sangre y sus niveles también pueden verse 
alterados por una medicación crónica. Por otra parte, en el caso de los SCA, los 
tratamientos deben de controlar y limitar la respuesta inflamatoria y, por tanto, deben 
afectar a las proteínas relacionadas con dicha respuesta, siendo muchas de ellas 
proteínas plasmáticas. Todos estos factores influyen el proteoma del plasma de los 
pacientes estables, que llevan recibiendo tratamiento durante más de un año.  
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En definitiva, la presente tesis doctoral muestra que el análisis proteómico 
mediante electroforesis bidimensional combinada con espectrometría de masas es una 
herramienta útil en el estudio de la expresión proteica en la sangre de pacientes con 
SCA. Los datos presentados abren la puerta a futuros estudios para tratar de averiguar si 
estas variaciones desempeñan algún papel en la fisiopatología de la aterotrombosis, o 
bien para evaluar su posible utilidad como biomarcadores pronósticos y/o de evolución 







Una conclusión es el lugar donde llegaste cansado de pensar. 
Anónimo 
 
1) Los monocitos circulantes de pacientes con SCA presentan un perfil de expresión 
característico. Los mapas proteicos bidimensionales presentan 25 proteínas con 
alteraciones estadísticamente significativas en sus niveles de expresión en el 
momento del episodio agudo, respecto al perfil mostrado por los monocitos de 
individuos sanos. El número de alteraciones se reduce progresivamente en el 
tiempo, estabilizándose seis meses después del SCA en 5 proteínas. El perfil de 
expresión de los monocitos circulantes en ese momento es semejante al de los 
pacientes estables. 
2) El tratamiento con Atorvastatina 80 mg/d durante los dos meses siguientes al SCA 
modifica la expresión de 27 proteínas respecto al tratamiento convencional en los 
monocitos circulantes. 
3) La depleción de las proteínas mayoritarias del plasma humano utilizando un sistema 
cromatográfico de inmunoafinidad múltiple es un método eficaz y reproducible que 
permite estudiar la expresión de las proteínas menos abundantes del plasma 
mediante electroforesis bidimensional convencional (2-DE) y electroforesis 
bidimensional diferencial (2D-DIGE). 
4) El análisis mediante 2-DE del plasma deplecionado de los pacientes con SCA 
muestra en total 52 proteínas diferencialmente expresadas respecto a los individuos 
sanos. Al contrario que en el caso de los monocitos circulantes, el perfil de 
expresión en el momento del ingreso es más parecido al de los individuos sanos que 
al de los pacientes estables. 
5) El análisis mediante 2D-DIGE del plasma deplecionado de los pacientes con SCA 
muestra en total 49 proteínas diferencialmente expresadas respecto a los individuos 
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sanos. El perfil de expresión en el momento del ingreso es también en este caso más 
parecido al de los individuos sanos que al de los pacientes estables. 
6) La expresión de 17 proteínas se ve modificada por el tratamiento con Atorvastatina 
80 mg/d durante los dos meses siguientes al SCA en el análisis mediante 2-DE. El 
análisis mediante 2D-DIGE muestra variaciones producidas por el mismo 
tratamiento en 33 proteínas. 
7) Las 25 proteínas diferencialmente expresadas en los monocitos circulantes de los 
pacientes con SCA en el momento del episodio agudo han sido identificadas y 
corresponden a isoformas de 20 proteínas diferentes entre las que se encuentran 
varias proteínas del metabolismo energético, proteínas de estrés y contráctiles, 
enzimas hidrolíticas y algunas proteínas implicadas en procesos de inflamación y 
trombosis. 
8) En conjunto, los datos obtenidos mediante ambas técnicas de electroforesis 
bidimensional (2-DE y 2D-DIGE) revelan la existencia de 113 proteínas 
diferencialmente expresadas en el plasma deplecionado de los pacientes con SCA. 
De ellas, 103 han sido identificadas, correspondiendo a isoformas de 35 proteínas 
implicadas en varios procesos fisiológicos, tales como la coagulación, la 
inflamación y respuesta inmune, el metabolismo y transporte de lípidos y el 
transporte de otros metabolitos en la sangre. 
9) Las proteínas cuya expresión se ve afectada por el tratamiento con Atorvastatina 
80mg/d en los monocitos circulantes corresponden a isoformas de 20 proteínas 
diferentes. 
10) Las proteínas cuya expresión se ve afectada por el tratamiento con Atorvastatina 
80mg/d en el plasma deplecionado corresponden a isoformas de 22 proteínas 
diferentes. 
11) En conjunto, los datos presentados en esta Tesis Doctoral muestran que el análisis 
proteómico de los elementos de la sangre (plasma y monocitos circulantes) de los 
pacientes con SCA permite identificar nuevas proteínas con alteraciones en sus 
niveles de expresión que las convierten en candidatas a biomarcadores de la 
enfermedad. Además, estos resultados permiten plantear nuevas líneas de 
investigación para estudiar la posible implicación de las proteínas identificadas en la 





Algunos libros son probados, otros devorados, poquísimos masticados y digeridos. 
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